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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendbarkeit der nahfeldoptischen Mikroskopie
(NFOM) im Hinblick auf Penetrationsstudien lichtabsorbierender oder
fluoreszierender Substanzen in Haut und Haaren aufzuzeigen. Fur diesen Zweck
wurde ein kommerzielles NFOM so weit umgerustet, da® Messungen im UV-
Wellenlangenbereich durchgefuhrt werden konnten. Zusatzlich wurde das System fur
simultane Messungen des Transmissions- und des Fluoreszenzsignals erweitert.

Es konnten UV-Absorber anhand ihrer Absorption bei 300nm oder 350nm mit dem
NFOM auf Glastragern abgebildet und lokalisiert werden. Fur die Penetrationsstudie
an Haut wurde unbehandelte und behandelte Haut chemisch fixiert, in Ethanol
dehydriert und in Eponharz eingebettet. 200nm Dunnschnitte der Hautproben wurden
mit dem NFOM untersucht. UV-Absorber konnten in den Dunnschnitten nicht
eindeutig lokalisiert werden, da die Variationen im Transmissionssignal zu stark
waren. Die Ursache fur diese Variationen liegt in dem Auftreten unterschiedlicher
Einfluisse auf das optische Bild, wie Schichtdickenanderungen, Streuung und
Oberflachenprofil.

Mit Hilfe der Immunmarkierung von Hautdlnnschnitten konnte die Verteilung des
Cytokeratins10 in der Epidermis der Haut mit dem NFOM im Fluoreszenzmodus
gezeigt werden. Diese Art der Hautpraparation erlaubt das Lokalisieren von
Proteinen und Lipiden mit hoherer lateraler Auflosung als die konfokale Laser-
Raster-Mikroskopie. AulRerdem erdéffnet sich hiermit grundsatzlich die Maoglichkeit,
penetrierende Substanzen im Hautinneren hochauflosend zu lokalisieren, falls sich
die zu untersuchende Substanz durch Antikérper markieren laft.

Das hohe Potential der NFOM konnte weiterhin an Dunnschnitten humaner Haare,
welche zuvor mit einem Fluoresceinderivat eingefarbt wurden, demonstriert werden.
Die Ergebnisse zeigten die Verteilung des Fluorophors mit einer lateralen Auflésung
von ca. 130nm, welche die klassische Lichtmikroskopie nicht erreichen kann. Die
NFOM-Bilder wiesen dabei einen nahezu identischen Kontrast wie die konfokale
Laser-Raster-Mikroskopie auf. Topographische Einflusse der Probe auf das
Fluoreszenzsignal sind im Fluoreszenzmodus offenbar unerheblich. Deshalb bietet
die Nahfeldoptik eine Alternative zur klassischen Lichtmikroskopie fur
Penetrationsstudien fluoreszenzmarkierter oder fluoreszierender Substanzen.

Ein grol3er Vorteil der NFOM besteht darin, dal} die Topographie, Transmission und
Fluoreszenz an einem Areal einer Probe gleichzeitig gemessen werden kann. Um
diese vielfaltigen Informationen zu erlangen, bedarf es ansonsten mehrerer
Mikroskopietechniken, wie Elektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie oder
konfokale Laser- Rastermikroskopie.



Abstract

Abstract

The aim of the present work was to demonstrate the capability and feasibility of
scanning near-field optical microscopy (SNOM) to study the penetration of UV-light
absorbing or fluorescent molecules into human skin and hair fibres. For this purpose
a commercial SNOM was modified, in order to operate in the UV wavelength range in
transmission mode. In addition, the system was expanded for a simultaneous
detection of fluorescence and transmission signals.

UV-absorbers were imaged and localized on glass slides due to their specific
absorption at 300nm or 350nm. For the penetration study human skin was chemically
fixed, dehydrated in ethanol, and embedded in epon resin. 200nm thin sections of
treated and untreated skin were investigated by SNOM. In such thin sections UV-
absorber molecules could not be unequivocally identified and localized because of
strong variations in the transmission signal. The signal variations are caused by other
effects such as thickness variations, scattering, and surface profile dendent
influences in SNOM transmission mode.

Immuno labeled thin sections of human skin against cytokeratin10 investgated by
SNOM in fluorescence mode revealed distinct and very sharp images of the
cytokeratin10 distribution in human epidermis. On the one side this allows to localize
proteins and lipids more precisely than confocal laser scanning microscopy (CLSM)
imaging and on the other side this technique offers an additional way to investigate
penetrating molecules if antibodies exist to the substance of interest.

The high potential of SNOM was also demonstrated on thin sections of fluorophor
stained human hair fibres. The results showed the distribution of the dye inside the
hair with a resolution of about 130nm. This resolution is higher than classical light
microscopy can ever achieve. SNOM images in fluorescence mode showed identical
contrast and signal variations as in CLSM and hence no topographical nor scattering
effects seems to disturbe the fluorescence signal. Therefore, SNOM is an alternative
to classical methods for a penetration study of fluorophors or fluorescent labeled
substances.

A great advantage of SNOM imaging is the possibility to image simultaneously
topography, transmission, and fluorescence of the same sample area, whereas to
generate these various informations from one specimen with other techniques
different microscopes such as electronmicroscopes, atomic force microscopes, or
confocal laser scanning microscopes are necessary.
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Einleitung und Ziel setzung

1 Einleitung

Die Rastersondenmikroskopie hat in vielen Bereichen der Wissenschaft und Industrie
in den letzten 15 Jahren Einzug erhalten. Mit der Entwicklung des
Rastertunnelmikroskops (STM') 1982 von Binnig, Rohrer, Gerber und Weibel [Binnig,
1982] wurde erstmals eine Methode erschaffen, die Strukturen auf atomarer Skala
direkt abbilden kann. Die Entwicklung abgewandelter Mikroskopietechniken lief3 nicht
lange auf sich warten. So wurde 1986 das Rasterkraftmikroskop (RKM, AFM?)
ebenfalls von Binnig vorgestellt, bei welchem die mechanische Auslenkung einer an
einem Federarm befindlichen feinen Spitze gemessen wurde, die durch die
Wechselwirkung mit der Probenoberflache hervorgerufen wird [Binnig, 1986]. Diese
Technik ermoglicht das Abbilden nicht leitender Probenoberflachen mit ahnlich

hohen lateralen Auflosungen, die das STM erreichen kann.

Die Rastersondenmethoden stellen abbildende Techniken dar, bei denen eine
Wechselwirkung zwischen Probenoberflache und einer moglichst kleinen Sonde zur
Oberflachenabbildung ausgenutzt wird. Magnetische Krafte, elektrostatische Krafte,
Reibungskrafte oder auch die Wechselwirkung mit Licht sind Beispiele hierfur.

Die Lichtmikroskopie ist sicherlich die weit verbreitetste Mikroskopieart. Dies liegt
unter anderem daran, daf} sie eine nicht invasive Abbildung ermoglicht. Der Nachteil
der Lichtmikroskopie besteht in der beugungsbedingten Auflosungsgrenze. Diese
Grenze verhindert eine ortsaufgeldste Abbildung von Strukturen, die sehr viel kleiner

als die verwendete Wellenlange des Lichtes sind.

Die Abhangigkeit der lateralen Auflosung von der Wellenlange stellt eine
unuberwindliche Grenze flr die klassische Lichtmikroskopie dar. Eine Mdoglichkeit,
dieses Problem zu umgehen, wurde mit der Entwicklung der Nahfeldoptik entdeckt.
Die ldee besteht darin, dal} die Probe nur durch eine Lichtquelle beleuchtet wird, die
kleiner als die Wellenlange ist und sich in einem geringen Abstand zur Probe
befindet [Synge, 1928]. Dieses Prinzip wurde Anfang der 80-er Jahre von D.W. Pohl,

! STM=Scanning Tunneling Microscope
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A. Lewis und U.C. Fischer aufgegriffen, die unabhangig von einander ein derartiges
Lichtmikroskop entwickelten [Pohl, 1984][Lewis, 1984][Fischer, 1985]. Unter
Verwendung der auf den anderen Gebieten der Rastersondenmikroskopie
gemachten Erfahrungen konnten somit nahfeldoptische Mikroskope (NFOM,
SNOM?3)Jentwickelt werden, die je nach Sonde laterale Aufldsungen von bis zu 20nm
lieferten [Durig, 1986][Betzig, 1991].

Die Moglichkeit, Lichtmikroskopie unterhalb der Aufldsungsgrenze zu betreiben, wird
insbesondere in der Wissenschaft ausgenutzt, um  Kenntnisse auf
unterschiedlichsten Gebieten zu erlangen. Als Beispiele flir den Einsatz der
Nahfeldoptik seien folgende Gebiete genannt: Magnetooptische Speicherung,

Zellbiologie, Lithographie, Spektroskopie, ...

Eine weitere Moglichkeit fur den Einsatz der NFOM stellt die Untersuchung von
biologischen Systemen dar, die hinsichtlich der Penetration einer lichtabsorbierenden
oder fluoreszierenden Substanz in ein Gewebe (z.B. Haut) von Interesse sein
konnen, welche mit elektronenmikroskopischen Methoden nicht nachgewiesen
werden kann. In der kosmetischen Industrie liegt das Interesse besonders in dem
Penetrationsverhalten von Inhaltsstoffen, die in den zahlreichen Pflegeprodukten fir
Haut und Haare eingesetzt werden. In dieser Arbeit wird genau diese Thematik
behandelt. Dabei werden die Moglichkeiten bezuglich einer Penetration
fluoreszierender oder wellenlangenspezifisch absorbierender Substanzen in das
Haar- oder Hautinnere beleuchtet. Hier kdnnen neue Erkenntnisse aufgrund der
relativ _hohen lateralen Auflésung gegenlber der klassischen Lichtmikroskopie

erwartet werden.

Es werden dabei vornehmlich die Moglichkeiten abgeschatzt, UV-Filter in
Hautquerschnitten nach Applikation eines Sonnenschutzproduktes zu lokalisieren.
Far Produktentwickler von Sonnenschutzprodukten ist es von grofer Bedeutung, wie
gleichmalig sich die UV-Filter aus einer Formulierung auf der Haut verteilen, um
eine vollstandige Hautabdeckung zu gewahrleisten. Weiterhin besteht auch ein
grol3es Interesse an der Penetration von UV-Filtern in die Haut, da diese Substanzen

oftmals toxikologisch und allergologisch bedenkbar fur die tieferen Hautschichten

2 AFM=Atomic Force Microscope
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sind. FuUr eine genaue Lokalisation von UV-Filtern kann die Autoradiographie
eingesetzt werden, die aber aufgrund der Verwendung radioaktiv markierter
Substanzen fur in-vivo Penetrationsstudien an Humanhaut nicht zum Einsatz
kommen darf [Pflicker, 1998]. Daher stellt die Nahfeldoptik eine Alternative fur die
Untersuchungen von UV-Filtern nach Applikation an Humanhaut dar, so dal® neue

Erkenntnisse auf diesem Gebiet aufgezeigt werden kénnen.

Es gibt nur sehr wenige Publikationen, in denen nahfeldoptische Messungen im UV-
Bereich durchgefuhrt wurden. Bei diesen Arbeiten handelt es sich im wesentlichen
um die Herstellung von NFOM-Sonden, die fur eine Messung im UV-Bereich
geeignet sind. Bei den bekannten Publikationen wurden Fluoreszenzmessungen
gezeigt. Es wurden dabei mit 325nm phosphorhaltige Partikel [Nishikawa, 1999] und
mit 351nm Polysilane angeregt [Monobe, 1998]. Eine weitere Arbeit befalite sich mit
der Lithographie. Dort wurden Strukturen mit unbedampften UV-Faserspitzen in
photoempfindliche Materialien geschrieben [Smollyaninov, 1995]. Es gibt daher kaum

Systeme, die fur einen Einsatz im UV-Bereich optimiert sind.

NFOM-Untersuchungen im UV-Bereich an UV-Filtern, die in Sonnenschutzprodukten
eingesetzt werden, und NFOM-Untersuchungen hinsichtlich der Penetration von
Substanzen in das Haarinnere wurden bislang noch nicht veroffentlicht. Die
vorliegende Arbeit liefert somit wichtige Zusammenhange und neue Aufschlisse

bezlglich der Einsatzfahigkeit der Nahfeldoptik in der kosmetischen Industrie.

2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein kommerzielles NFOM derart umzugestalten, daf
Messungen im UV-Bereich bis 300nm und Fluoreszenzmessungen im sichtbaren
Bereich madglich sind. Des weiteren sollten Erkenntnisse uber die Anwendbarkeit des
NFOM hinsichtlich der Penetration fluoreszierender und absorbierender Substanzen

in Haut und Haaren gewonnen werden.

3 SNOM=Scanning Near-Field Optical Microscope
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Grundlagen der Lichtmikroskopie

Die klassische Lichtmikroskopie ist eine verbreitete Mikroskopietechnik in der
Forschung und Industrie. Dies liegt daran, dal} sie relativ einfach in der Handhabung
ist, schnell Ergebnisse liefert und zudem noch kostengunstig ist. AuRerdem stellt die
Lichtmikroskopie eine nicht invasive Methode dar, mit welcher beispielsweise
biologische Systeme in ihrem naturlichen Zustand abgebildet werden konnen. Die
klassische Lichtmikroskopie (LM) und die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie
(CLSM)* wurden in dieser Arbeit eingesetzt, um nahfeldoptische Abbildungen mit
denen dieser etablierten lichtmikroskopischen Methoden zu vergleichen. In den
beiden folgenden Kapiteln wird daher kurz auf die Lichtmikroskopie eingegangen.
Besonderes Augenmerk wird dabei auf das Auflosungsvermogen gelegt.

3.1.1 Klassische Lichtmikroskopie

In der klassischen LM wird das Auflosungsvermogen durch die Beugung des Lichtes
an den Strukturen des Objektes und an den Umrandungen der abbildenden Linsen
beschrankt. Fur inkoharente Bestrahlung des Objektes oder flr selbstleuchtende
Objekte, wird die Auflosung nur durch die Beugung an den Umrandungen der
Objektivlinsen limitiert. Dies gilt auch fur die Fluoreszenzmikroskopie, bei der die
Probe zum Leuchten angeregt wird. Ein leuchtender Punkt wird daher nicht als Punkt
abgebildet, sondern vielmehr die Faltung des Leuchtpunktes mit der
Ubertragungsfunktion des abbildenden Systems. Die Intensitatsverteilung des
resultierenden Beugungsmusters in der Bildebene besteht im wesentlichen aus
einem zentralen Maximum und aus hellen Beugungsringen, deren Intensitat nach
aulRen hin abfallt (Abb. 1).

Nach dem Rayleigh-Kriterium fur das Auflosungsvermogen konnen zwei
selbstleuchtende Punkte nur dann theoretisch aufgelost werden, wenn das Maximum
nullter Ordnung des einen Punktes mit dem ersten Minimum des zweiten Punktes

zusammenfallt. Unter Verwendung der Intensitatsverteilung des Beugungsmusters
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bedeutet dies, dal® der Abstand Ar zweier noch aufzulosender Punkte sich nach

folgender Formel ergibt :

Ar = 0’_61/\
ns na

(1)

Daraus folgt, da} Strukturen um 200nm bei Verwendung sichtbaren Lichtes
theoretisch noch aufgelost werden konnen. In der Praxis wird das
Auflosungsvermogen allerdings durch Linsenfehler und Streuung des Lichtes
besonders bei dickeren Proben reduziert. Eine Verbesserung der Aufldésung kann
hingegen mit einem CLSM erzielt werden [Robenek, 1995]. Auf diese Technik wird

im folgenden Abschnitt eingegangen.

[1/1,]

1,0+

0,84

0,6+

0,4+

0,21

[X]

Abb. 1: Beugungsmuster einer Welle, die an einer Lochblende gebeugt wurde. I=Intensitat, X=
Ortskoordinate.

3.1.2 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie stellt eine Verbesserung der herkdmmlichen
Lichtmikroskopie dar, weil durch entsprechende Blenden nur das Licht zur Abbildung
genutzt wird, welches sich in der Fokusebene befindet. Insbesondere bei dickeren
Proben macht sich dies bemerkbar, da eine Verbesserung der Auflosung in Z-
Richtung (Senkrecht zur Objektebene) durch die Konfokalitat erzeugt wird. Allerdings

kann sich auch die laterale Auflésung erhdhen, weil beim CLSM das Fokusvolumen

* CLSM = Confocal Laser Scanning Microscopy

5
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der Anregung und der Detektion des von der Probe ausgehenden Lichtes identisch

ist. Dieses filhrt zu einem Quadrieren der Punktiibertragungsfunktion® des optischen

Systems und damit letztlich zu einer um den Faktor J2 verbesserten lateralen
Auflosung [Shotton, 1989].

Mit dieser Art der Lichtmikroskopie konnen im sichtbaren Wellenlangenbereich
laterale Aufldsungen von 150nm-200nm in der Praxis erzielt werden, wie Messungen

an 5-10nm grof3en Lochern in einem Goldfilm zeigten [Shotton, 1989].

Aufgrund der komplexen Zusammenhange in der CLSM wirde eine detaillierte
Beschreibung dieser Mikroskopie den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Eine
genauere Betrachtung und der prinzipielle Aufbau eines CLSM finden sich in
[Pawley, 1993].

3.2 Grundlagen der Rastersondenmikroskopie

Die Rastersondenmikroskopie stellt einen Sammelbegriff fur diejenigen
Mikroskopietechniken dar, bei denen eine Sonde Uber die Probenoberflache
zeilenformig bewegt wird, um die Probe anhand verschiedener Eigenschaften
abzubilden. Je nach Art der Sonde und deren Wechselwirkung zwischen ihr und der
Probenoberflache werden die einzelnen Mikroskopietechniken benannt. Einen guten
Uberblick tber die verschiedenen Rastersondenmikroskopien liefert [Wiesendanger,
1994]. Die zwei in dieser Arbeit vornehmlich verwendeten
Rastersondenmikroskopien, die Rasterkraftmikroskopie (RKM) [Binnig, 1986] und
nahfeldoptische Mikroskopie (NFOM) [Pohl, 1984], werden in den beiden nachsten
Kapiteln naher erlautert, wobei aufgrund der Thematik dieser Arbeit in erster Linie auf

die nahfeldoptische Mikroskopie eingegangen wird.

® Diese Funktion bestimmt die Intensitatsverteilung eines leuchtenden Punktes, welcher durch ein
optisches System abgebildet wird.
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3.2.1 Rasterkraftmikroskopie

In der RKM wird eine sehr feine Spitze, die sich am Ende eines Federbalkens
befindet (Cantilever), zur Abbildung des Oberflachenprofils einer Probe benutzt
(siehe Abb. 2). Dabei wird der sogenannte Cantilever in den Kontakt mit der Probe
gebracht und mit Hilfe von Piezoelementen zeilenférmig uber die Oberflache bewegt
[Binnig, 1986] [Quate, 1994]. Durch die auftretenden Krafte zwischen Spitze und
Probe kommt es zu einer Verbiegung des Cantilevers. Die wichtigsten Krafte sind
dabei :

-Repulsive Pauli-AbstoRung im Kontaktbereich

-Attraktive Van der Waals-Kraft langer Reichweite

-Attraktive Kapillarkrafte (verursacht durch Kontaminationsschichten auf der
Oberflache)

Die verschiedenen Krafte, die in der Rasterkraftmikroskopie relevant sind, werden in
[Meyer, 1992][Ciraci, 1995][Whangbo, 1997] aufgefuhrt. Die resultierende
Verbiegung des Cantilevers kann mit Hilfe eines Lichtzeigersystems so gut detektiert
werden, dal Auslenkungen unterhalb eines Angstréms registriert werden kénnen
[Wiesendanger, 1994]. Das Lichtzeigersystem besteht aus einem auf die Rickseite
des Cantilevers fokussierten Laserstrahls und einer ortsempfindlichen Photodiode.
Das von der Ruckseite des Cantilevers reflektierte Licht erzeugt in der Photodiode
ein Signal. Dieses Signal wird in einen Regelkreis gespeist, der mit Hilfe von
Piezoelementen dafur sorgt, dal® beim Abrastern der Probe die Verbiegung konstant
gehalten wird [Marti, 1995]. Das Spannungssignal fur das Z-Piezoelement
(Piezoelement senkrecht zur Oberflache), durch welches der Abstand nachgeregelt
werden muf3, kann nach Kalibrieren des Piezos direkt in HOhendaten umgerechnet
werden. Letztlich wird eine Topographie der Probe dargestellt, welche mit einer

Hohenlinienkarte konstanter Kraft gleichzusetzen ist [Fuchs, 1994].
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sondenspitze

LASER Photodiode

=~ *.Hegelkreis und

Datenverarbeitung

cantilever - k... .

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops.

Im Laufe der Jahre haben sich verschiedene Melimodi entwickelt, bei denen der
Cantilever z.B. zu resonanten Schwingungen angeregt wird (Tapping Mode)
[Albrecht, 1991] [Cleveland, 1998]. Ein ebenfalls dynamischer Melmodus stellt der
Pulsed Force Mode dar, bei dem der Cantilever eine sinusférmige Auf- und
Abwartsbewegung beim Abrastern durchflihrt, ohne zur Resonanz angeregt zu
werden [Rosa, 1997]. Diese Betriebsarten werden so eingesetzt, dal} die Spitze nur
zeitweilig im Kontakt mit der Probe ist. Dadurch wird eine Verringerung der lateral
angreifenden Krafte bewirkt. Folglich kénnen auch weichere und wenig fixierte
Proben zerstorungsfrei abgebildet werden [Radmacher, 1992][Herminghaus, 1997].
Mit diesen Betriebsarten ist es zudem maoglich, zusatzlich zur Topographie auch
Informationen Uber lokale Materialeigenschaften zu gewinnen [Winkler, 1996] [Rosa,
1997].

Mit dieser Mikroskopie kdnnen Abbildungen von Oberflachen erzeugt werden, bei
denen Strukturen im Nanometerbereich und bei besonders glatten Oberflachen im
atomaren Bereich lateral aufgel6st werden kdnnen [Erlandsson, 1996].
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3.2.2 Nahfeldoptische Mikroskopie

In  der nahfeldoptischen Mikroskopie wird die beugungsbedingte Ilaterale
Auflésungsgrenze in der Lichtmikroskopie unterschritten. Dies geschieht durch das
Ausnutzen von nahfeldoptischen Effekten, die darauf beruhen, dal} in unmittelbarer
Nahe einer Lichtquelle ein evaneszentes elektromagnetisches Feld vorherrscht
[Pohl, 1984]. So setzt sich zum Beispiel das elektromagnetische Feld eines
schwingenden Dipols aus einer mit der Entfernung r stark abfallenden Komponente
(Nahfeld) und einem wellenférmig fortschreitenden Anteil (Fernfeld) zusammen, der
erst fur r > A/21t Uberwiegt [Jackson, 1975]. A beschreibt dabei die Wellenlange des
vom Dipol abgestrahlten Lichtes. Als Lichtquelle, mit der man Proben nahfeldoptisch
untersuchen kann, wurde eine kleine Offnung in einem Metallfilm, der von einer Seite
mit Licht bestrahlt wird, von Synge schon vor ca. 70 Jahren vorgeschlagen [Synge,
1928]. Besitzt diese Offnung einen Durchmesser, der kleiner als die Wellenlange des
Lichtes ist, so tritt in unmittelbarer Nahe der Apertur ein evaneszentes Feld auf,

welches nicht in den freien Raum propagiert [Durig, 1986].

Wird die Oberflache einer Probe in einen Abstand von wenigen Nanometern zur
Apertur gebracht, so wird die Transmission des Lichtes in erster Linie von der
Wechselwirkung zwischen Nahfeld und Probe beeinflu3t. Durch diese Anordnung
konnen laterale Auflosungen im Bereich der AperturgroRe erzielt werden, weil im
Nahfeld keine Beugungserscheinungen auftreten [Fischer, 1990][Betzig, 1987].

Der Photonenfluld durch eine derartige Apertur ist extrem abhangig von dem
Aperturdurchmesser a und der Wellenlange A. Die auf die einfallende Leistung
normierte Leistung Peny, fUr Abstande r > A berechnet sich fur eine derartige Apertur
durch :

Pem = (128 /27T (211/ A\)* (a/l2)®  (2)

[Diirig, 1986].

Daraus ergibt sich, dal® durch sehr kleine Aperturen nur wenig Licht hindurchtreten
kann. Ein Laserstrahl mit 1mW / ym? und A = 500nm wiurde eine Emission des

Lichtes aus einer Apertur mit einem Durchmesser von 100nm hervorrufen, die um
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den Faktor 6+10“abgeschwacht wéare. Es wurden verschiedene Verfahren
entwickelt, Lichtquellen mit geringen Aperturdurchmessern zu konzipieren. Eine der
gelaufigsten Arten ist das Metallbeschichten von spitzzulaufenden Glasfasern,
wodurch Aperturen von bis zu 20nm im Durchmesser an der Faserspitze hergestellt
werden konnen [Betzig,1991]. Die Intensitatsverteilung des emittierten Lichtes

derartiger Sonden wird in Kapitel 3.2.5 detaillierter dargestellt.

In  Anlehnung an die Rasterkraftmikroskopie wurden erste nahfeldoptische
Instrumente von Pohl [Pohl, 1984], Fischer [Fischer, 1985] und Lewis [Lewis, 1984]
realisiert. Eine Lichtquelle mit kleiner Apertur wird dabei zeilenférmig unter
Konstanthalten des Abstandes Uber eine Probenoberflache bewegt und das
transmittierte Licht detektiert. Durig erzielte 1985 mit einem weiterentwickelten
Mikroskop, bei dem der Tunnelstrom zwischen Spitze und Probe zur
Abstandsregelung ausgenutzt wurde, erstmals eine laterale Aufloésung um 20nm
[Dirig,1986].

lluminationsmodus
Transmission Reflexion
Detektor
NFOM-Spitze NFOM-Spitze ‘
2
Probe Probe
v
Detektor .
Kollektionsmodus
Detektor Detektor
©
NFOM-Spitze NF OM-Spitze "z
‘z
©
©
Probe Probe
AAAANAAA

Abb. 3: MeRprinzip der Nahfeldoptik fir verschiedene MeBmodi.
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Es sind verschiedene MeflRanordnungen in der NFOM denkbar, welche in der Praxis
je nach Anforderung an das Mikroskop und Probenbeschaffenheit ihren Einsatz
finden [Greffet, 1996]. Die unterschiedlichen Anordnungen sind in Abb. 3 illustriert.

3.2.3 NFOM in Transmissionsstellung

In Abb. 4 ist der prinzipielle Aufbau eines NFOM's dargestellt, um das Mel3prinzip zu
veranschaulichen. Licht eines Lasers wird Uber eine Fokussierungsoptik in eine
Glasfaser eingekoppelt. Dieses gelangt wiederum mit Hilfe eines Faser-
Faserkopplers (Fasersplice) in die NFOM-Sonde, welche aus einer spitzzulaufenden
Glasfaser besteht, die an der Spitze eine Apertur von ca. 100nm aufweist (siehe
Kapitel 3.2.5). Die Faser ist dabei an einer Quarzstimmgabel fixiert, die zu
resonanten Schwingungen parallel zur Oberflache angeregt wird. Das Stromsignal
dieser Quarzstimmgabel hangt unmittelbar mit der Oszillationsamplitude zusammen
und andert sich bei Annaherung an die Oberflache durch Wechselwirkung zwischen
Spitze und Probe (siehe Kapitel 3.2.4).

Single mode
Topographiesignal durch UV-Faser

Konstanthalten der Scherkrafte
d ™\

N

optisches Signal ~ Objektiv

n
o
)
=)
>
kb

Y~SC

ah ‘

/ : 18 X-Scanner
Spiegel

Abb. 4. Schematische Darstellung eines nahfeldoptischen Mikroskops in
Transmissionsstellung.
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Durch Konstanthalten des Signals kann der Abstand zwischen Apertur und
Oberflache beim zeilenférmigen Abrastern so nachgeregelt werden, dal} die Spitze
dem Oberflachenprofil folgt. Daraus resultiert letztlich eine topographische Abbildung
der Probe ahnlich wie beim AFM. Gleichzeitig wird mit einem Objektiv das Licht,
welches durch die Probe gelangt, gesammelt und an jedem Punkt des
Rasterbereiches mit einem Photomultiplier detektiert. Dies ergibt eine optische
Abbildung der Probe. Bei diesem Aufbau wird nur die Probe bewegt, damit die

Spitzenapertur im Fokus des Objektives bleibt.

3.2.4 Shearforce Mode

Der Abstand zwischen Spitzenapertur und Probenoberflache wird beim Abrastern der
Probe konstantgehalten, weil die Wechselwirkungszone des Lichtes an jedem
MeRpunkt idealerweise gleich sein sollte. Ein haufig eingesetztes Verfahren zur
Regelung des Abstandes wurde Anfang der 90-er Jahre entwickelt [Betzig, 1992].
So kann mit dem sogenannten ,Shearforce Mode“ der Abstand beim Abrastern der
Oberflache konstantgehalten werden. Die Sonde wird dabei zu vertikalen
Schwingungen in Resonanz angeregt. Durch die Wechselwirkung der Spitze mit der
Probenoberflache wird die Resonanz verschoben und die Amplitude gedampft.
Dadurch andert sich die Phasendifferenz zwischen Anregung und Oszillation der
Sonde. Die Phasenanderung kann mit Hilfe von Piezoelementen [Brunner, 1997]
oder mittels Quarzstimmgabeln detektiert werden [Karrai, 1995]. Das letztere
Verfahren wurde in dieser Arbeit verwendet. Wird das spitzzulaufende Faserende an
einem Arm einer Quarzstimmgabel fixiert, so wird ein Stromsignal von der
Quarzstimmgabel bei resonanter Schwingung erzeugt, welches zur Messung der
Phasendifferenz ausgenutzt wird [Karrai, 1995] [Ruiter, 1998]. Die Amplitude der
Oszillation liegt typischerweise unterhalb von 1nm beim Abrastern und die auf die
Spitze wirkenden Krafte sind dabei geringer als 1nN [Pedarnig, 1998]. Der Abstand

zur Probenoberflache betragt bei derartigen Sonden unter 25nm [Karrai, 1995].

Die Art der Wechselwirkung ist dabei noch nicht vollstandig verstanden. Es wird
vermutet, dald van der Waals-Kréafte langer Reichweite, Kapillarkrafte [Toledo-Crow,
1992] oder kurzer mechanischer Kontakt die Ursache flur die Dampfung der

Oszillation sind [Gregor, 1996]. Mdglicherweise sind Aufladungseffekte an der

12
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Oberflache und der Sondenspitze fur das Dampfen der Spitzenoszillation
verantwortlich. Zumindest wurde eine Materialabhangigkeit der Scherkrafte

experimentell festgestellt [Durkan, 1996].

3.2.5 Sonden

Das Herzstiick eines jeden NFOM's sind die Sonden. Ublicherweise werden
spitzzulaufende Glasfasern verwendet, an deren Enden durch Metallbeschichtung
eine lichtdurchlassige Offnung von 20-150nm erzeugt wird. In der Regel wird
Aluminium aufgedampft, da es eine geringe Eindringtiefe des Lichtes besitzt und
somit den seitlichen Austritt des Lichtes bei Schichtdicken von ca. 100nm verhindert
(Abb. 5a) [Betzig, 1991][Valaskovic, 1995].

Fasermantel Faserkern

ini [nm]
AIu.m|n|um- 2% 200 150 100 50 10
schicht 1
1w
X 0t
1 Z 1012
a 50nm Apertur p Irel. Leistung]

Abb. 5: a) Prinzipieller Aufbau einer NFOM-Sonde bestehend aus einer Lichtleitfaser, die mit
Aluminium beschichtet wurde. b) Relative Lichtleistung, die bei derartigen Sonden aus der
Apertur gelangt.

Die Intensitatsverteilung des elektromagnetischen Feldes im Bereich der
Spitzenapertur ist von komplizierter Natur und wird hier anhand der Abb. 5 und Abb.
6 erlautert. Diese Grafiken liegen dabei einem zweidimensionalen Modell nach
Berechnungen von L. Novotny zugrunde [Novotny, 1996]. Mit Hilfe des MMP-
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Verfahrens® wurde das elektromagnetische Feld innerhalb und auRerhalb der Spitze
fur eine ebene Welle, die sich im Faserkern ausbreitet, berechnet. Als
Aperturdurchmesser wurden 50nm und als Wellenlange 488nm angenommen.
Aufgrund des sich stark zuspitzenden Faserkerns am Sondenende gelangt nur wenig
Licht durch die Sondenapertur. Dies liegt daran, dal} der Kerndurchmesser kleiner
als die Wellenlange des Lichtes wird. Hierdurch wird ein wellenférmiges
Fortschreiten des Lichtes im Faserkern verhindert. Das elektromagnetische Feld fallt
stark ab, so dal® nur ein geringer Bruchteil der eingekoppelten Leistung zur
Spitzenoffnung gelangt. Ein Groldteil der Lichtleistung wird dabei von der
Aluminiumummantelung reflektiert oder dissipiert in dieser. Bei diesem realitatsnahen
Modell wird die Leistung, welche in die Faser einkoppelt, bei einer Apertur von
100nm um den Faktor 10 abgeschwicht (Abb. 5b) [Novotny, 1994, 1995, 1996].

=

i :
I -
:
s
b

40 0 0
3 [nm] b

Abb. 6: a) Intensitatsverteilung in xy-Richtung fir P- und S-Polarisation. b)
Intensitatsverteilung in z-Richtung fiir verschiedene Aperturdurchmesser aus [Novotny, 1996].

[nm]

Hinter der Apertur fallt die Intensitat in Z-Richtung (parallel zur Faserachse) als auch
in der Y-X- Ebene nach nur wenigen Nanometern stark ab, so dald nur in einem
geringen Bereich um die Spitzendffnung eine hohe Lichtintensitat vorherrscht. Man
spricht hier auch von einem Lichteinschluf® (Lightconfinement) im Bereich der
Spitzenapertur [Fischer, 1990]. Fur die beiden moglichen Polarisationsebenen des

Modells von Novotny ergeben sich dabei unterschiedliche Verlaufe in der Intensitat.

® Das MMP-Verfahren ( Multiple Multipol-Verfahren) ist eine numerische Methode zur Berechnung von
ektromagnetischen Feldern.
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Bei der P-Polarisation” kommt es an der Aperturbegrenzung zu einer starken
Felderhdhung bevor die Intensitdt nach auen hin abfallt (Abb. 6a). Bei der S-
Polarisation liegt dagegen die maximale Intensitat im Zentrum der Apertur und fallt

von dort stetig ab.

3.2.6 Auflésung in der Nahfeldoptik

Das Auflésungsvermogen in der Nahfeldoptik hangt von der GroRe der Apertur und
dem Abstand zwischen Lichtquelle und Probe ab, da diese beiden Parameter die
Grolle des Volumens bestimmen, in welchem die mal3gebliche Wechselwirkung des
Lichtes mit der Probe stattfindet. Die AperturgroBe kann aufgrund zweier
Uberlegungen nicht beliebig klein gewahlt werden. Zum einen tritt wenig Licht aus
der Apertur aus, so dall bei sehr kleineren Aperturen die Detektion des Lichtes
technisch gesehen immer schwieriger wird. Zum anderen sind auch Metalle in
gewissem Mal3e lichtdurchlassig. Dies wird durch die Eindringtiefe des Lichtes in das
Material bestimmt, welche bei Metallen im Bereich von 10nm liegt. Daher sind
laterale Auflosung von hochstens 10nm mit derartigen Sonden zu erwarten [Durig,
1986].

3.2.7 Kontrastentstehung

Die verschiedenen Mdglichkeiten, einen optischen Kontrast der Probe zu messen,
sind ahnlich wie in der konventionellen Lichtmikroskopie durch Absorption,
Polarisation, Phase, Fluoreszenz und Magnetooptik gegeben [Betzig, 1992][Moers,
1994][Chen, 1999]. Ramanspektroskopie wurde dabei auch schon in der
Nahfeldoptik angewendet [Deckert, 1998][Zeisel, 1997].

Da allerdings die Intensitat des aus der Apertur tretenden Lichtes von der
dielektrischen Funktion und Geometrie des Mediums abhangt, welches sich im
Nahfeld der Apertur befindet, besteht das optische Bild aus Einflissen der
Topographie und den optischen Eigenschaften der Probe [Pohl, 1988][Hecht, 1995].

"P-Polarisation bedeutet, dal der E-Vektor des elektromagnetischen Feldes parallel zur Bildebene in
Abb. 5a liegt)
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Ein dielektrisches Medium im Nahfeld der Spitzenapertur erzeugt einen erhdhten
LichtfluR durch die Offnung der Spitze und somit eine groRere Intensitat im Nahfeld,
weil evaneszente Feldanteile in das Medium einkoppeln kdnnen [Novotny, 1996].
Aufgrund des stark in Z-Richtung abfallenden Feldes, ist das transmittierte Licht
extrem abhangig von dem Abstand zwischen Spitzenapertur und Probenoberflache.
Trotz Nachregelung des Abstandes, kann es zu topographiebedingten Effekten im
Transmissionsbild kommen [Hecht, 1997]. Auf diese Effekte wird in der Prasentation

der Ergebnisse und in der Diskussion noch naher eingegangen.

3.3 Haut

3.3.1 Aufbau der Haut

Die Haut besitzt einen schichtartigen Aufbau bestehend aus der Subcutis, Cutis und
der Epidermis. Die Epidermis der Haut ist hinsichtlich der Penetration von
Substanzen von besonderem Interesse, weil sie als aulerste Schicht den
menschlichen Korper von auleren Einflussen abschirmt und gleichzeitig eine
Barrierefunktion fir den Wassertransport von Innen nach Auf3en ubernimmt. Da die
unteren Hautschichten fur die Untersuchungen dieser Arbeit nicht relevant sind, wird
nur auf die Epidermis eingegangen. Die Epidermis lafdt sich in weitere Schichten
einteilen, die dem jeweiligen Zustand von Hautzellen, den Keratinozyten, wahrend

der Differenzierung entsprechen (Abb. 7).

Im Stratum basale werden Keratinozyten durch Zellteilung gebildet, welche langsam
nach auflen hin wandern und sich dabei einer Differenzierung unterwerfen. In der
nachst hoheren Zone, dem Stratum spinosum, vergrof3ert sich das Zellvolumen, eine
Erweiterung der Interzellularrdume und die Bildung von ,Lamellar Bodies“ (LB) setzt
ein. Die LB's sind 0,1-0,3um groR3e lipidhaltige Vesikel mit einer auReren Membran

und einer inneren lamellaren Struktur [Landmann, 1985][Leigh, 1994].

Im Stratum granulosum wird der Inhalt der LB's in den Zellzwischenraum abgegeben
(Exozytose). Die Lipide ordnen sich nun zu lamellaren Lipidschichten im
Zellzwischenraum an und bilden so eine Matrix fur die sich nun verhornenden

Keratinozyten [Landmann, 1986]. Das Stratum granulosum zeichnet sich weiterhin
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dadurch aus, dal Granula aus Keratohyalin gebildet werden und die Zellen eine
abgeflachte Form einnehmen [Landmann, 1985][Bereiter-Hahn, 1986].

Hornschicht

(Stratum corneum)

Kirnerschicht

(Stratum granulosum)

Stachelzellschicht

(Stratum spinosum)

Basalschicht

(Stratum basale)

Basalmembran

Abb. 7: Hautmodell aus [Derma, BDF 1998].

Das Stratum corneum, welches die aulderste Schicht der Haut darstellt, besteht aus
10-20 Zellagen, deren Zellen (Corneozyten) eine Dicke von nur noch 0,2um-1,5um
aufweisen. Die Corneozyten bestehen dabei fast vollstandig aus Keratin und werden
von einer Envelope aus Proteinen und kovalent gebundenen Lipiden umgeben
[Swartzendruber,1987][Wertz, 1989]. In den Zwischenrdumen der Corneozyten
haben sich die im Stratum granulosum ausgeschitteten Lipide zu lamellaren

Schichten angeordnet. Die Corneozyten werden durch Desmosomen
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zusammengehalten, die zur Oberflache hin enzymatisch abgebaut werden. Dadurch
setzt in den obersten Schichten ein Abschuppen einzelner Corneozyten ein
(Desquamation). Durch diesen Proze® der Differenzierung und Desquamation
erneuert sich die Epidermis der Haut in ca. 4 Wochen einmal vollstandig [Landmann,
1991] [Chapman, 1990].

3.3.2 Die Penetrationsbarriere der Haut

Einen wirksamen Schutz vor dem transepidermalen Wasserverlust bilden der untere
Bereich des Stratum corneums und die oberen Zellagen des Stratum granulosum.
Hier befinden sich sowohl verhornte Keratinozyten als auch Lipidlamellen. Die
Lipidlamellen flllen den gesamten Zellzwischenraum aus und mindern aufgrund ihrer
Hydrophobie somit die Diffusion des Wasser nach aulen. Die Lipide werden daher
auch als Barrierelipide der Haut bezeichnet [Landmann, 1991][Elias, 1983, 1991].

Die Diffusion durch das Stratum corneum topisch applizierter Substanzen wird
ebenfalls in erster Linie durch die Lipidmatrix bestimmt. Aus diesem Grund
penetrieren in der Regel lipophile besser als hydrophile Substanzen [Elias,
1981][Forslind, 1997].

Zwei grundsatzliche Wege zur Penetration von Substanzen existieren dabei. Zum
einen konnen Stoffe Uber Hautanhangsgebilde, wie Haarwurzel, Talgdrisen und
Schweildrisen in tiefere Schichten der Haut gelangen. Zum anderen besteht die
Méoglichkeit, das Stratum corneum der Epidermis durch den lipidhaltigen
Interzellularraum oder durch die hydrophile Proteinstruktur der Corneozyten zu
Uberwinden (transepidermale Diffusion). Das ,Domain Mosaic Model®* von Bo
Forslind bietet einen molekularen Ansatz zur Klarung des Diffusionsverhalten der
Epidermis. Hier wird angenommen, dal} die Barrierelipide sowohl in einer kristallinen

festen Phase als auch in einer flussig-kristallinen Phase vorliegen konnen.

Die beiden Phasen bilden ein mosaikartiges Muster, durch welches vor allem durch
die permeableren flussig-kristallinen Bereiche Substanzen diffundieren konnen. Der
relativ zueinander vorliegende Anteil der beiden Phasen hangt von Temperatur und

Druck ab und kann durch bestimmte Substanzen beeinflu3t werden [Forslind, 1997].
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Je nach Anteil der Phasen kann eine Erhohung oder Verringerung der
Penetrationsmoglichkeit von Substanzen vorliegen. Dieses Modell liefert eine
Erklarung fur die Regulierung des transepidermalen Wasserverlustes. Hier bewirkt
ein Quellen der Corneozyten durch Wasseraufnahme eine Umordnung der flussig-
kristallinen Phase in die feste Phase, weil der Druck lokal ansteigt. Die Verringerung
des flussig-kristallinen Anteils bewirkt wiederum eine geringere Diffusion des
Wassers. Somit wird eine selbststeuernde Regulierung des Wasserhaushaltes
geschaffen [Forslind 1994, 1997].

3.3.3 Wechselwirkung mit Licht

Die Epidermis dient aber nicht nur als Penetrationsbarriere, sondern auch als
natlrlicher Lichtschutz gegen ultraviolette Strahlung [Kindl, 1988]. Bei erhohter
Einstrahlung von UV-Licht kommt es sowohl zu einer Verdickung des Stratum
corneums als auch zur Bildung lichtabsorbierender Melaninpigmente.

Man unterteilt das UV-Licht in drei Bereiche (siehe Tab. 1). Je langer die Wellenlange
der Strahlung desto grof3er ist die Eindringtiefe in die Haut. So wird UVC-Strahlung
schon im Stratum corneum absorbiert. UVA und UVB-Strahlung kdonnen allerdings
den noch lebenden Bereich der Haut erreichen und damit dort Schadigungen
hervorrufen. Wenn der naturliche Schutz nicht ausreicht, kann durch Anwendung von
Sonnenschutzcremes die Transmission der UV-Strahlung herabgesetzt werden.
Dafur werden absorbierende, reflektierende und streuende Substanzen in
kosmetische Emulsionen eingearbeitet, die einen moglichst grolen Bereich des UV-
Lichtes wirkungsvoll abdecken sollten [Kindl, 1988].

UVA uvB uvC
315-380nm|280-315nm|100-280nm

Tab. 1: Wellenlangenbereiche des UV-Lichtes.

3.3.4 UV-Filter

Es werden zwei Arten von UV-Filtern voneinander unterschieden. Anorganische
Lichftfilter, wie Zinkoxid und Titandioxid, werden oftmals in Pigmentform verarbeitet.

Derartige Lichtfilter besitzen streuende, reflektierende und absorbierende Wirkung
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auf das UV-Licht. Organische Lichtfilter, bei denen es sich meist um aromatische
Verbindungen handelt, zeigen aufgrund ihrer Elektronenstruktur Uberwiegend reine
Absorption im UV-Bereich. In kosmetischen Produkten treten oft Kombinationen von
verschiedenen Lichtfiltern auf, um den gesamten UV-Bereich abzudecken [Kindl,
1988].

Eine standardisierte Methode, die Penetration von Substanzen zu untersuchen, ist
die sogenannte Stripping-Methode, bei der Zellagen des Stratum corneums durch
Anpressen eines Klebebandes und Abstreifen desselben gewonnen werden kdnnen
[Diembeck, 1995]. Durch wiederholtes Anwenden der Prozedur gelangt man zu
immer tieferliegenden Schichten. Nun kdénnen die erhaltenen Hautstrips
massenspektroskopisch oder chromatographisch untersucht werden und die
ermittelten Mengen der einzelnen Hautstrips der Tiefe in der Haut zugeordnet
werden. Dadurch kann bestimmt werden, ob eine Substanz die Penetrationsbarriere
Uberwindet. Einen genauen Aufenthalt des Lichtfilters in der Haut kann diese

Methode allerdings nicht liefern.

3.4 Haare

3.4.1 Allgemeines

Ein Mensch besitzt etwa 100000 Haarfollikel auf seinem Kopf, aus denen Haare
wachsen [Schueller, 1999]. In der anagenen Phase (Wachstumsphase) des Follikels
werden in diesem Zellen gebildet, die sich durch Mitose vermehren [Kassenbeck,
1991].

Der Haarbalg mit Haarpapille ist dabei fur die Nahrstoffversorgung der sich bildenden
Zellen verantwortlich. Die Vermehrung der Zellen zwingt, die Zellen sich in Richtung
Follikelmindung zu bewegen. Dabei vollzieht sich eine Differentiation, welche die

Bildung von den drei Regionen; Medulla, Cortex und Cuticula zur Folge hat.
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Abb. 8: a) Haarfollikel aus [Schwan-Jonczyk, 1999],1 Oberhaut, 2 Hornschicht, 3 Haarschaft, 4
Haarwurzel, 5 Wurzelscheide, 6 Schweil3driise, 7 Talgdriise, A; Haarfollikel in anagener Phase,
A, Beginn der anagenen Phase, T telogene Phase, K Kolbenhaar (nicht mehr wachsendes
Haar), P Papille, b) Volumenanderung von Haaren in Abhangigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit, aus [Zviak, 1986].

Die Zellen nehmen unterschiedliche Gestalt an, wie in Abschnitt 3.4.3 noch
beschrieben wird. Oberhalb dieser Differenzierungszone beginnen die Zellen zu
keratinisieren. Dies bedeutet, dal} die Zellen dehydrieren und eine vermehrte
Proteinbildung in ihnen stattfindet. Die Proteine vernetzen nun miteinander, so daf}
diese regelrecht ausharten. Auf diese Weise sterben die Zellen ab und bilden ein
steifes zylinderformiges Gebilde aulerhalb des Follikels. Die Bildung von weiteren
Zellen nahe der Haarpapille bedingt ein Herausdricken des keratinisierten Bereiches
des Haares, so dal® das Haar langsam an Lange gewinnt [Kassenbeck, 1991]. Die
Wachstumsgeschwindigkeit betragt dabei durchschnittlich 1cm im Monat. Dadurch
kénnen bei einer Dauer der anagenen Phase von 2-6 Jahren 50-100 cm lange Haare

entstehen, deren Durchmesser mit 40-120 uym stark variieren kann [Robbins, 1994].

Nach dieser Zeit setzt eine kurze Ubergangsphase, catagene Phase, ein bis in der 3-
6 monatigen telogenen Phase keine Zellen mehr gebildet werden. Das Haar bleibt im

Follikel stecken, bis die anagene Phase wieder einsetzt und neue Zellen langsam

21



Theoretische Grundlagen

das Haar herausdrangen und ein neues Haar bilden. Zur Verdeutlichung ist in Abb.
8a ein Haarfollikel mit Haarschaft abgebildet.

3.4.2 Chemische Zusammensetzung

Die wichtigsten Bestandteile im Haar sind Wasser (ca.12%), Proteine (ca. 90%) und
Lipide (ca.5%) [Schwan-Jonczyk, 1999]. Die Proteine sind durch den
Keratinisierungsprozeld bei Haarwachstum miteinander vernetzt. Dies geschieht im
wesentlichen durch die Bildung von Cystin aus zwei Cysteinen®, die sich iiber eine
Disulfidbricke verknupfen. Der Cystingehalt bestimmt daher die Starke der
Vernetzung und somit auch die mechanischen Eigenschaften der jeweiligen Region
eines Haares. Eine weitere Bindungsart zwischen zwei Aminosauren stellt die
Salzbrlicke dar, deren Starke extrem von dem Umgebungsmedium abhangt, da sie
elektrostatischer Natur ist. Durch Protonierung oder Deprotonierung der fur die
Bindung verantwortlichen Funktionalgruppen kann diese Art der Verknupfung
aufgehoben werden. Auch auftretende Wasserstoffbriickenbindungen sind
keineswegs stabil im Haar, da diese Bindungen ebenfalls durch Einlagerung von
Wassermolekulen unterbrochen werden kdnnen [Zviak, 1986]. Daraus ergeben sich
Konsequenzen fur ein Haar in walriger Umgebung bezuglich der Diffusion von
Substanzen, auf die in Kapitel 3.4.4 eingegangen wird. Das Haar ist hygroskopisch
und quillt in Flissigkeiten stark. Die Anderung der relativen Luftfeuchtigkeit der
Umgebung genugt, um eine VergroRerung des Volumens hervorzurufen, wie es in
Abb. 8b dargestellt wird [Zviak, 1986]. Dabei quillt das Haar radial starker als

longitudinal.

3.4.3 Haarmorphologie

Ein Haar besteht hauptsachlich aus drei Regionen (Abb. 9). Im Zentrum des
Haarschaftes befindet sich der Markkanal, die Medulla, welche eine hdhlenartige
Struktur aufweist und in erster Linie aus Zellwanden besteht. Die Medulla verlauft
parallel zur Haarachse und besitzt einen Durchmesser von wenigen Mikrometern. Da

die Medulla nur bei dickeren Haaren auftritt und nur geringen Einflul auf die

® Schwefelhaltige Aminosaure

22



Theoretische Grundlagen

physikalischen Eigenschaften besitzt [Kassenbeck, 1991][Robbins, 1994], wird im
folgenden nur auf den Cortex und die Cuticula eingegangen.

Cortex

Sehr viel bedeutender als die Medulla ist der Faserstamm des Haares, der Cortex. Er
macht ca. 75% des Haarvolumens aus und besteht aus langlichen Cortexzellen, die
miteinander fest verzahnt sind. Diese besitzen einen Durchmesser von 1-6 ym und
kénnen bis zu 100 ym lang sein [Robbins, 1994]. Der innere Aufbau dieser Zellen ist
fibrillenartig. Die sogenannten Makrofibrillen, die einen Durchmesser von 0,1-0,4 um
besitzen, verlaufen parallel zur Haarachse. Sie setzen sich aus Intermediarfilamenten
IF (ca. 7nm Durchmesser), die sich in einer stark vernetzten Proteinmatrix befinden,
zusammen. Eine weitere Unterteilung der Intermediarfilament in Protofilamente und
deren molekulare Zusammensetzung wird in [ZAHN, 1997] dargestellt. Die
Matrixproteine, welche auch als IF-assoziierte Proteine bezeichnet werden, zeichnen
sich durch hohe Anteile von Cystin oder Glycin beziehungsweise Tyrosin aus
[Frantini, 1993]. Es existieren zwei Zelltypen von Cortexzellen, die sich durch den
Anteil an IF-assoziierten Proteinen unterscheiden. Bei orthocorticalen Zellen, die
einen geringen Anteil besitzen, erscheint die fibrillenartige Struktur sehr viel
deutlicher als bei den paracorticalen Zellen, deren Anteil an stark vernetzten
Matrixproteinen hoch ist. Es treten bei Humanhaaren allerdings auch Mischformen
dieser Typen mit flieRendem Ubergang auf [Kassenbeck, 1991]. Jede Cortexzelle
wird von einer resistenten Membran (cornified envelope) umgeben, welche zum
Zellmembrankomplex (ZMK) gehért. Der ZMK bezeichnet die unmittelbare Region
zwischen zwei angrenzenden Zellen und beinhaltet zusatzlich zum cornified
envelope interzellulare Proteine und Lipide [Zahn, 1984][Wortmann, 1997].
Aulerdem befinden sich im Cortex noch Zellkernreste und Farbpigmente, die aus
Melanin bestehen. Diese Pigmente sind fur die Farbe des Haares verantwortlich
[Robbins, 1992]. Melanin ist bekannt flr seine Absorption im gesamten
Spektralbereich des Lichtes. Die genaue Zusammensetzung und die GrolRe der
Pigmente, die von 0,3-0,8um  variieren kann, bestimmen das Streu- und
Absorptionsverhalten des Haares. Dadurch kommen zahlreiche naturliche

Farbnuancen von Humanhaaren zustande [Wolfram, 1987][Kassenbeck, 1991].
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Abb. 9: Vereinfachtes Haarmodell nach [ZAHN, 1997].

Cuticula

Die auliere schuppenartige Schicht eines Haares wird als Cuticula bezeichnet. Sie
umgibt den Cortex und bietet aufgrund ihrer chemischen Resistenz und
mechanischen Stabilitat diesem Schutz gegen auflere Einflusse. Die Cuticula setzt
sich aus flachen Ubereinanderlappenden Cuticulazellen zusammen, die eine Grole
von 48 ym X 32 ym und eine Dicke von 0,4 ym besitzen. Diese Abmessungen sind
Mittelwerte nach Paul Kassenbeck und kdnnen daher auch im Einzelfall stark von der
Realitat abweichen [Kassenbeck, 1991]. Die Oberflache eines Haares ist in einer
REM-Aufnahme dargestellt, um die Schuppenstruktur zu verdeutlichen (Abb. 10). Die
einzelnen Cuticulazellen sind schichtartig aufgebaut. Die duferste Schicht enthalt
kovalent gebundene Lipide, welche den F-Layer ergeben [Zahn, 1997][Negri, 1996].
Der F-Layer in Verbindung mit dem cystinreichen A-Layer wird auch als Epicuticula
bezeichnet und &ahnelt im Aufbau dem cornified envelope von Corneozyten im
Stratum corneum der Epidermis [Zahn, 1997]. Die darunterliegende Exocuticula
zahlt wie der A-Layer zu den stark vernetzten Bereichen des Haares. Dagegen wird

die Endocuticula, die Rickstande verschiedener Zellbestandteile wie Zellkern und
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Mitochondrien enthalt und nur einen geringen Cystingehalt aufweist, den nicht-
keratinischen Zonen zugewiesen. Zu diesen gehort auch der ZMK mit seinen Lipiden
und cystinarmen Proteinen zwischen zwei Cuticulazellen [Robbins, 1994][Zviak,
1986].

Abb. 10: REM-Aufnahme eines Humanhaares, welches mit 10nm Gold bedampft wurde. Die
Kanten der Cuticulazellen sind deutlich zu erkennen.

3.4.4 Betrachtungen zur Diffusion in das Haarinnere

Die Diffusion von Substanzen aus FlUssigkeiten ins Haarinnere kann sich Uber zwei
mdgliche Penetrationswege vollziehen. Einerseits kdénnen Moleklle durch die
einzelnen Schichten der Cuticulazellen diffundieren und so das Haarinnere
erreichen. Dieser transzellulare Weg ist in erster Linie nur fur relativ kleine Molekile
wahrscheinlich [Robbins, 1994].

Andererseits kann der ZMK mit seinem interzellularen Material als Transportweg
dienen. Diese Art der Penetration wird als interzellulare Diffusion bezeichnet [Brady,
1992]. Die Moleklle passieren die Cuticula nur durch das interzellulare Material bis
sie zum Cortex gelangt sind. Im Cortex fungiert ebenfalls vorwiegend der ZMK als
Transportweg. Eine Art Mischform beider Penetrationswege ist der sogenannte
eingeschrankt transzellulare Weg [Wortmann, 1997]. Hier bahnen sich die Molekule

den Weg durch alle Bereiche des Haares, welche zu den nicht-keratinischen Zonen
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gehdren. In der Cuticula ist dieses vor allem die Endocuticula, die in walrigen
Lésungen stark quellen kann (siehe Kapitel 3.4.1). Der ZMK spielt hier eine
untergeordnetere Rolle. Erst wenn die Molekile den Cortex erreicht haben,
diffundieren sie vorwiegend entlang des ZMK weiter ins Zentrum des Haares
[Wortmann, 1997]. Nach langeren Penetrationszeiten gelangen die Molekule dann
von den schwefelarmen Regionen zu den Schwefelreichen [Kamath, 1995][Robbins,
1994] (siehe Abb. 11).

interzellulare transzellulare
Diffusion Diffusion

F-Layer
A-Layer
Exocuticula
Endocuticula
=Interzellulares

Material
_/

Abb. 11: Veranschaulichung der Diffusionswege durch die Cuticula in das Haarinnere.
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4 Material und Methoden

4.1 Aufbau des nahfeldoptischen Mikroskops

Das NFOM, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, basiert auf einem
kommerziell erhaltlichen Mikroskop der Firma Topometrix. Das Mikroskop wurde
aufgrund der relativ schlechten UV-Tauglichkeit bei 300nm leicht modifiziert. Der

endgultige Aufbau ist in Abb. 12 schematisch skizziert.

4

- | o«
L5\ =N

16

10

11

Abb. 12: Schematischer Aufbau des NFOM. 1 Argon-Laser, 2 Abschwaéacher, 3 Einkoppeloptik, 4
Glasfaser, 5 Fasersplice, 6 Quarzstimmgabel, 7 spitzzulaufende Glasfaser, 8 Objektiv, 9
verkippbarer Spiegel, 10 Piezoscanner, 11 Umlenkprisma, 12 Okular, 13 Beamsampler, 14
Single Photon Counter, 15 Photomultiplier, 16 digitale Datenverarbeitung und elektronische
Steuerung.
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Das ,Lumina“ besitzt ein konventionelles Lichtmikroskop (Eclipse, Nikon) als
Grundkorper. Oberhalb des Objektivrevolvers sorgt ein Verschiebetisch, der durch
drei Piezoelemente bewegt werden kann, fur die notwendige Verschiebung der
Probe in alle drei Raumrichtungen. Der MelR3kopf des Lumina gleicht dem des AFM’s
(Explorer, Topometrix) und kann vor- und zuruckgeklappt werden, so dal} ein
Sondenwechsel einfach durchgefuhrt werden kann. Der MefRkopf besitzt alle
Komponenten des ,Explorers und kann daher auch als AFM benutzt werden. Fur die
nahfeldoptischen Messungen wird lediglich ein spezieller Halter mit Anregungspiezo
in dem Mel3kopf fixiert. Dieser Halter regt die Sonde zur Oszillation an und ermoglicht
das Messen des Stromsignals, welches durch die Quarzstimmgabel der Sonde
erzeugt wird. Ein Photomultiplier (R374, Hamamatsu), der sich an einem
Lichtmikroskopausgang befindet, dient als Lichtdetektor. Das Licht wird dafur Uber
ein Prisma um 90° auf den photoempfindlichen Bereich des Photomultipliers
umgelenkt. Ein zweites Umlenkprisma kann ebenfalls in den Strahlengang gefuhrt
werden, welches das Licht in Richtung Okular ablenkt. Das Mikroskop ist damit auch
weiterhin fur die klassische Lichtmikroskopie tauglich. Die elektronische Steuereinheit

sowie die dazugehorige Software stammt ebenfalls von Topometrix.

Da die Messungen sowohl im sichtbaren Bereich als im UV-Bereich durchgefiihrt
werden sollten, wurde ein leistungsstarker Argon-Laser (Sabre DBW20, Coherent)
benutzt. Dieser wassergekuhlte Laser kann bei maximal 60A Rohrenstrom uber 10W
Lichtleistung im sichtbaren und 2W im ultravioletten Bereich liefern. Zu tieferen
Wellenlangen nimmt die Lichtleistung drastisch ab, so dafl bei 275nm nur noch ca.
200mW zur Verfugung standen. Alle Wellenlangen mit maximal erreichten

Leistungen sind in Tab. 2 aufgeflhrt.

VWellenlange [nm] Ceistung [W]
o014 10
oU1 10
490 10
468 10
454 o)
5064 1,9
501 1,9
K{05) 0,4
{0)4 0,4

Tab. 2: Lichtleistung des Lasers Sabre 20DBW, die mindestens erzielt wurde.
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Ein Abschwachersystem (Vision) bestehend aus Graufiltern unterschiedlicher
optischer Dichte wurde am Lichtausgang des Lasers befestigt, damit das Licht auf
die gewunschte Leistung reduziert werden konnte. Die Graufilter sind dabei fur alle
Wellenlangen bis in den tiefen UV-Bereich ahnlich transparent. Die Abschwachung
der Lichtleistung ist notwendig, um den Laser bei hoher Leistung laufen lassen zu
konnen. Bei zu geringen Laserleistungen konnen enorme Schwankungen in der

Lichtleistung auftreten, die wahrend der Messung storen.

Als Einkopplungsoptik wurde ein UV-taugliches System (Spindler&Hoyer) bestehend
aus einer fokussierenden Bikonvexlinse und einer durch 3 Schrauben verkippbaren
Fasersteckverbindung (FC-Steckersystem) verwendet. Das Laserlicht kann hiermit in
eine einmodige Lichtleitfaser mit Kerndurchmesser im Mikrometerbereich bei einer
Effizienz von 50% eingekoppelt werden. Diese Optik wurde fur alle Wellenlangen
benutzt, obwohl sie fur 320nm optimiert ist. Dadurch ergeben sich sehr
unterschiedliche Einkoppeleffizienzen flr die verschiedenen Wellenlangen. Zu
langeren Wellenlangen hin nimmt die Effizienz durch die chromatische Aberration der
Linse ab, jedoch konnte diese Abnahme durch die hohe Lichtleistung des Lasers im
sichtbaren Bereich kompensiert werden. Deshalb wurde auf ein Austauschen der
Einkoppeloptik mit einer fir den sichtbaren Bereich optimierten Optik in der Regel

verzichtet.

Als Lichtleitfaser wurden jeweils eine einmodige Faser (OZ-Optics) fur Messungen
mit UV-Licht und sichtbarem Licht benutzt, in denen sich Licht durch Totalreflexion
am Ubergang zwischen Faserkern und Fasermantel wellenférmig ausbreiten kann.
Die UV-Faser zeichnet sich dadurch aus, dal} sie aus Quarzglas besteht und einen
Kerndurchmesser von 3um als Ausbreitungskanal des Lichtes besitzt. |hre cut-off-
Wellenlange® betragt 320nm, so dal nur oberhalb dieser Wellenldnge eine Mode'®
des Lichtes gefuhrt wird. Fur kirzere Wellenlangen kénnen sich zusatzliche Moden
ausbreiten. Die Faser flr den sichtbaren Bereich besitzt dagegen einen
Kerndurchmesser von 3,5 um. Auch bei dieser Faser handelt es sich um eine
Einmodenfaser, die ihre cut-off-Wellenlange aber bei 488nm besitzt. Entscheidend

fur die Verwendung einmodiger Fasern ist allerdings nicht die Ausbreitung von nur

o Cut-off-Wellenlange ist die Wellenlange, unterhalb der sich Licht mit nur einer Mode im Kern
ausbreiten kann.
' Mode bedeutet hier eine ausbretungsfahige Feldverteilung im Faserkern.
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einer Mode, sondern die Tatsache, dal} die gebrauchlichen NFOM-Sonden ebenfalls
aus einmodigen Glasfasern hergestellt werden (siehe unten). Damit Licht von der
Lichtleitfaser in die Fasersonden effizient eingekoppelt werden kann, darf der
Kerndurchmesser der Lichtleitfaser nicht groRer sein als der Faserkerndurchmesser
der NFOM-Sonde.

Fur die Einkopplung des Lichtes von der Lichtleitfaser zur NFOM-Sonde wurde ein
Fasersplice (Sicor) und ein sogenannter Bare-Fiber-Koppler (Lasercomponents)
benutzt. Beim Fasersplice werden zwei Faserenden derart aneinander gefuhrt, dal®
die Faserkerne exakt gegenuberliegen und somit Licht von der einen Faser in den
Kern der zweiten Faser einfallen kann. Das Licht kann sich nun wieder durch
Totalreflexion in der zweiten Faser ausbreiten. Flr die Art der Kopplung sind zwei
glatte Enden der Fasern notwendig, damit die Faserenden moglichst nah aneinander
liegen konnen. Fur das Erzeugen glatter Faserenden wurde ein Cleaver (Sicor)
benutzt, bei dem die Faser durch eine Scharfe Keramikklinge angeritzt und durch
leichtes Verbiegen der Faser ein glatter Bruch erzeugt wird. Beim Bare-Fiber-
Koppler konnte auch eine Faser mit FC-Stecker an eine Faser ohne Abschluf3stecker
verbunden werden. Dies geschieht ebenfalls durch eine Fuhrung, in welche die
Faser ohne FC-Stecker hingeschoben wird und in den Kontakt mit dem FC-Stecker
der zweiten Faser gebracht wird. Die hiermit erreichten Einkoppeleffizienzen liegen je

nach Qualitat der Bruchstellen bei ungefahr 80%.

Als NFOM-Sonden wurden Glasfasersonden benutzt, die einen Aperturdurchmesser
von 50-100nm nach Herstellerangaben besitzen. Die einmodigen Glasfasern
besitzen einen 4uym Faserkern mit einer cut-off-Wellenlange von 633nm (3M). Aus
derartigen Fasern werden durch lokale Erwarmung spitzzulaufende Faserenden
gezogen, die anschlieBend unter einem Winkel von ca. 90° mit Aluminium
beschichtet werden. Durch diesen Prozel® werden lichtdurchlassige Aperturen von
50-100nm erzeugt. Die Dicke der Aluminiumschicht betragt 100nm, so dal} kein Licht
seitlich aus der Faser austreten kann. Diese Faserspitze ist an einem Arm einer
Quarzstimmgabel befestigt, die durch den piezoelektrischen Effekt bei resonanter
Schwingung eine Spannung erzeugt, welche in ein Stromsignal umgewandelt wird
und als Mal} fur die Auslenkung des oszillierenden Armes beziehungsweise der

Faserspitze dient. In der Abb. 13a ist eine lichtmikroskopische Aufnahme einer
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solchen Sonde zu sehen. Eine REM-Aufnahme einer Faserspitze zeigt die
Aluminiumschicht mit der unbeschichteten Offnung am duBersten Ende, welche bei

dieser Spitze einen Durchmesser von ca. 100nm besitzt.

Quarzstimm-

gabel
Clasfaser
200um NIEO] VTP 051607 25KV %30.0K .08
- b

Abb. 13: a) NFOM-Sonde bestehend aus Quarzstimmgabel und spitzzulaufender Glasfaser. b)
REM-Aufnahme einer NFOM-Spitze aus [Isaacson, 1992].

Das durch die Probe transmittierte Licht wird durch ein Objektiv gesammelt.
Folgende Objektive wurden fur die Messungen verwendet:

- Objektiv mit 40-facher VergroRerung und NA = 0,65 (Nikon).

- UV-Objektiv mit 40-facher VergroRerung und NA = 0,8, aus Quarzglaslinsen
bestehend (Mikrovid).

- Olobjektiv mit 100-facher VergroRerung und NA = 1,3 (Zeiss).

Anderungen am Mikroskop

Da der Photomultiplier R374 (Hamamatsu) bei sehr geringen Lichtleistungen ein
starkes Rauschen aufwies (3 nA Dunkelstrom'"), wurde ein Single Photon Counter
(Witec) an das Mikroskop adaptiert. Diese Einheit basiert ebenfalls auf einem
Photomultiplier (H6240, Hamamatsu), der in dieser Betriebsart einen Dunkelstrom

von nur 6c¢ps beziehungsweise 0,12nA Kathodenstrom besitzt. Diese Art der

" Strom, der trotz absoluter Dunkelheit im Photomultiplier fliet. Der Dunkelstrom ist ein Mal fir das
Rauschen des Photomultipliers.
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Lichtdetektion besitzt den Vorteil, geringe Lichtleistungen rauscharm erfassen zu
konnen. Die spektrale Empfindlichkeit ist in Abb. 14 dargestellt. Es wird deutlich, dal
bei langeren Wellenlangen die Quanteneffizienz stark abnimmt. Die maximale
Sensitivitat des H6240 liegt bei 400nm und betragt 15% Quantenausbeute. Die
Quantenausbeute verringert sich zu langeren Wellenlangen hin, so dal} bei 500nm
nur noch ca. 7% der einfallenden Photonen detektiert werden (Herstellerangaben).
Beide Photodetektoren fanden ihren Einsatz in dieser Arbeit, wobei die
Fluoreszenzmessung aufgrund der sehr geringen Lichtleistung ausschlie3lich mit
dem H6240 durchgefuhrt wurden.

0,25
0,20

0,15

R374
0,10
0.05 H6240

0,00

Quanteneffizienz

200 300 500 600

400
Wellenlange [nm]

Abb. 14: Spektrale Quantenausbeute der eingesetzten Photomultiplier (nach
Herstellerangaben).

Das transmittierte Licht mufdte ein Umlenkprisma und zwei Linsen passieren, die im
Innern des Lichtmikroskops fest fixiert waren, um vom Photomultiplier detektiert zu
werden. Da sich herausstellte, dal} diese optischen Komponenten eine Transmission
des UV-Lichtes bei 300nm von weniger als 0,002% besitzen, wurde ein verkippbarer
Ablenkspiegel unterhalb des Objektivrevolvers angebracht, der das Licht um 90°
ablenken konnte (siehe Abb. 12). Beide Photomultiplier wurden an das
Mikroskopgehause fixiert, so dall nach Verkippen des Spiegels Licht auf die
Photomultiplier eintreffen konnte. Dadurch wurde die UV-untaugliche Optik im Innern
des Mikroskopgehduses umgangen. Die Photomultiplier wurden dabei so
angeordnet, dal® mit Hilfe eines Beamsamplers (Melles Griot) beide Photomultiplier
gleichzeitig das transmittierte Licht detektieren konnten. Der Beamsampler besteht
aus einer Quarzglasscheibe, die um 45% verkippt in den Strahlengang gestellt wird.
Dadurch wird ein Bruchteil (je nach Wellenlange 5-10%) des Lichtes um 90° aus dem
Strahlengang gelenkt. Durch diese Anordnung war es moglich, gleichzeitig

Transmissionsmessungen und Fluoreszenzmessungen durchzufihren.
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Auf ein Pinhole vor den Photomultipliern wurde bei diesem Aufbau des Mikroskops
verzichtet. Ein Pinhole wird oft in der Nahfeldoptik eingesetzt, um Licht zu reduzieren,
welches nicht aus der Fokusebene des Objektivs stammt. Dies fuhrt letztlich zu einer
verbesserten Auflésung bei dickeren Proben. Die Proben, welche in dieser Arbeit
untersucht wurden, sind eher als dunnschichtige Proben anzusehen. Ein Verzicht

sollte sich daher nicht nachteilig auf die Auflosung auswirken.

Eingesetzte Filter

FUr reine Transmissionsmessungen wurden folgende Bandpalfilter eingesetzt, um
unerwiinschtes  Umgebungslicht und  Fluoreszenzlicht'> der NFOM-Sonde

auszublenden:

- DUG 11x (Schott) fur Messungen bei 351nm und 364nm
- Bandpalifilter, 101f10-308 (Newport) fir Messungen bei 302nm und 305nm

1
i g’z’ —— Band308
s °
8 071 — DUG11x
'E 0,61
205
'_E 04
. 03]
202
0,1
0
250 300 350 400 450
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Abb. 15: Relative Transmissionskurven verwendeter Filter nach Herstellerangaben.

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit zwei Langpal3-Kantenfiltern durchgefuhrt,
deren Kantenlagen bei 495nm und 515nm (GG495,0G515, Schott) liegen. Bei
Messungen mit 496nm als Anregungswellenlange wurde eine Kombination beider
Filter eingesetzt, um eine erhohte Reduzierung des Anregungslichtes zu erreichen.

Die Transmissionskurven beider Filter sind in Abb. 16 abgebildet.

'2 Die Glasfasersonden von Topometrix zeigen eine relativ starke Eigenfluoreszenz bei Verwendung
von UV-Licht.
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Abb. 16: Transmissionskurven der benutzten Kantenfilter GG495 und OG515 far
Fluoreszenzmessungen.

4.2 Erganzende Methoden

4.2.1 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (RKM, AFM) wurde eingesetzt, um Vergleichsdaten der
Topographie der Proben zu erhalten. Hierfur wurde ein AFM (Explorer, Topometrix)
benutzt, welches sowohl im Kontaktmodus als auch im Pulsed Force Modus (PFM,
Witec) betrieben werden konnte. Die AFM-Bilder, die im Ergebnisteil gezeigt werden,
wurden im Kontaktmodus gemessen. Hierfir wurden Silizium-Cantilever mit

pyramidaler Spitze eingesetzt (L.O.T.), deren Eigenschaften in Tab. 3 aufgefuhrt

sind.
Federkonstante 0,6-8 N/m
Resonanzirequenz  |50-TOUKHZ
Spltzenradlus <71onm

Tab. 3: Eigenschaften verwendeter Cantilever fur AFM-Messungen.

4.2.2 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Fir die Messungen am CLSM wurde das TCS von Leica unter Verwendung eines
Olobjektivs mit 63-facher VergréRerung und einer numerischen Apertur von 1,4
benutzt. Nach Herstellerangaben ist es mdglich, mit diesem Mikroskop 180nm grolRe
Strukturen mit sichtbarem Licht aufzulésen (mit 488nm, NA= 1,32) [Leica, 1999].
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Die Messungen wurden im Slowscanmodus durchgefuhrt, um genugend
Fluoreszenzlicht zu detektieren. Die Laserleistung betrug 25 pW am
Objektivausgang. Unter Annahme einer Fokusflache mit 250nm Durchmesser ergibt
sich eine Intensitdt von 5¢10° W/m? an der Probenoberflache. Damit die gleiche
Stelle der Probe gefunden werden konnte, die zuvor mit dem NFOM untersucht
wurde, wurde die Probe zundchst im  Transmissionsmodus ohne
Fluoreszenzanregung mit 633nm untersucht. Dadurch konnte sichergestellt werden,
dal’ es beim Auffinden des Bereiches nicht zum Ausbleichen des Farbstoffes kommt.

Danach wurde ein Fluoreszenzbild wie oben beschrieben aufgenommen.

4.3 Probenpraparation

In den folgenden Abschnitten wird kurz die Praparation aller Proben beschrieben,

die in dieser Arbeit untersucht worden sind.

4.3.1 UV-Filter

Zunachst muldte getestet werden, ob die UV-Filter eine Abschwachung des Lichtes in
der Transmissionsmessung liefern. Daflr wurden die reinen Substanzen in einem
Lésungsmittel geldst und ein Tropfen der Lésung auf ein Quarzobjekttragerglas
aufgetragen. Nach Verdunstung des Losungsmittels blieben dunne Schichten der
Lichtfiltersubstanzen auf dem Objekttrager zuruck, die mit dem NFOM untersucht

werden konnten.

Des weiteren wurden UV-Filter in Epon'® geldst. Nach Ausharten des Epons konnten
50-200nm Dunnschnitte mittels Ultramikrotomie hergestellt werden. Die Dunnschnitte
wurden auf ein Quarzglas transferiert und standen nun fur Untersuchungen zur
Verfugung (siehe Kapitel 4.3.4). Die verwendeten Filter mit maximaler
Absorptionswellenlange und LoOsungsmittel, die fur NFOM-Untersuchungen
eingesetzt wurden, sind in Tab. 4 aufgefluhrt.

A Epoxidharzgemisch, welches fir die Einbettung biologischer Systeme oft verwendet wird.
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UV-Filter max.Absorption [nm] |Lésungsmittel
UVA (Neoheliopan) 360]1% in Wasser
Zinkoxid 360]in Epon
Titandioxid 310]in Epon
Parsol1789 355]in Epon
TinosorbM 360]in Epon

Tab. 4: Verwendete UV-Filter mit maximaler Absorptionswellenlange und L&sungsmittel, in
dem sie mit dem NFOM untersucht wurden. Die Werte stammen aus hausinternen Messungen
der Firma Beiersdorf AG.

4.3.2 Applikation eines UV-Filters auf Haut

Fur die Applikation eines UV-Filters auf Haut wurden 2mg/cm? Testemulsionen auf
einen Hautstanzling aufgetragen, die 4% des UV-Filters enthielten. Die Haut wurde
mit Nahrldsung wahrend der vierstindigen Applikationszeit feucht gehalten. Danach
wurde die Haut, ohne die Emulsion abzuspulen, nach konventioneller Art fixiert und

eingebettet. Die Testemulsionen enthielten folgende UVA-Filter:

Parsol1789
Zinkoxid
TinosorbM

4.3.3 Fixierung von Haut

Um Dunnschnitte von Haut herzustellen, mul3 diese zuvor geeignet fixiert werden,
damit die morphologischen Strukturen erhalten bleiben. In dieser Arbeit wurde dafur

ein konventionelles Verfahren durchgeflihrt, bei dem die Haut chemisch fixiert wird.

Eine 2mm Stanzbiopsie humaner Haut wurde mit Osmiumtetroxid chemisch fixiert
und durch Ethanolreihen dehydriert. Danach wurde die Haut in Epon eingebettet.
Das Epon penetriert in das gesamte Gewebe und hartet langsam aus. Nach ca. drei
Tagen bei 60°C entstand ein durchpolymerisierter Eponblock, der mit Hilfe der
Ultramikrotomie zu dinnen Schnitten weiterverarbeitet werden konnte. Im folgenden
werden die Praparationsschritte aufgelistet, die zur Fixierung des Hautstanzlings

durchgefuhrt wurden.
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Konventionelle Hautfixierung:

« Uber Nacht in modifizierter Karnowsky Fixierung (1% Paraformaldehyd, 1,25 %
Glutaraldehyd und 5,4 mM CaCl; in 0,16 m Natriumcacodylat-Puffer, pH7,3) bei
4°C

2 mal 10 min in 0,2 M Natriumcacodylat-Puffer, pH7,3 bei Raumtemperatur

* 60 min in Osmiumtetroxidlésung(1% OsO4 in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer und
0,14 M Kaliumhexacyanoferrat) bei 4°C

* 2 mal 5 min spulen in 0,2 M Natriumcacodylat-Puffer, pH7,3

* 2 mal 10 min in 50% Ethanol

* 2 mal 10 min in 70% Ethanol

* 2mal 5 min in 95% Ethanol

e 2 mal 20 min in 100% Ethanol

* 2 mal 5 min in Propylenoxid

* 60 min in Epon812/Propylenoxid (1:1)

e 60 minin Epon812/Propylenoxid (2:1)

* 60 minin Epon812 (100%)

e 24hin Epon812 bei 4°C

* 3din Epon812 bei 60°C zur Aushartung des Eponblocks

4.3.4 Praparation dunner Schnitte (Ultramikrotomie)

Fir die Praparation dunner Schnitte im Submikrometerbereich wurde ein
Ultramikrotom (EMFCS, Leica) unter Verwendung eines Diamantmessers benutzt.
Die Harzblocke wurden zunachst mittels Rasierklinge und Glasmesser zu einer
pyramidalen Form getrimmt. Danach wurden Schnitte verschiedener Dicke von 50-
200nm mit einem Diamantmesser erzeugt. Die Schnitte gleiten beim
Schneidevorgang auf die Oberflache eines Wasserfilms. Das Wasser befindet sich in
einem Trog, an dem auch die Diamantschnittkante integriert ist (Abb. 17). Die
Dunnschnitte wurden mit Hilfe einer Kupferdrahtschlinge aus dem Wasser auf einen
Glas-Objekttrager Uberfuhrt.
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Diamantschnittkante

Schlinge

\ /

Objekttrager

Abb. 17: Schematisiertes Prinzip der Ultramikrotomie. Das ,Fischen* der Dinnschnitte
geschieht dabei mit Hilfe einer Kupferschlinge, in der sich ein Wasserfilm bildet. Die Schnitte
kdnnen dadurch auf einem Objekttrager platziert werden.

4.3.5 Immunmarkierung von Hautdtinnschnitten

Mit Hilfe der Immunmarkierung ist es moglich, bestimmte Substanzen sehr gezielt mit
Fluorophoren zu markieren und damit eine Lokalisation durch die
Fluoreszenzmikroskopie zu ermoglichen. Fur die Markierung werden dabei
Antikorper benutzt, die sich an eine zu markierende Substanz binden konnen. Als
Beispiel fir eine solche Immunmarkierung wurde das Cytokeratin10™ in einem
200nm Diinnschnitt humaner Haut angefarbt, welche kryo-fixiert'®> und in HM-20"
eingebettet wurde. Der Dunnschnitt wurde zunachst in eine Losung eingetaucht,
welche sekundare Antikorper enthalt. Diese sekundaren Antikorper binden
unspezifisch auf dem Dunnschnitt (Blocking). Nach Abspllen der ungebundenen
Antikdrper wurde eine Losung des primaren Antikdrpers verwendet, die in diesem
Fall nur an das Cytokeratin10 der Humanhaut binden (Labelling mit 1. Antikorper).
Nach erneutem Abspulen ungebundener Antikorper wurde der Dunnschnitt einer

" Protein der Intermediarfilamente einer Zelle, welches nur in der oberen Epidermis zu finden ist.
1 Fixierung der Haut durch schnelles Einfrieren mit flissigem Stickstoff bei 2200 bar.
1 Einbettungsmedium, welches sich fir Immunmarkierung eignet.
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Losung mit dem sekundaren Antikorper erneut ausgesetzt, die nun allerdings
zusatzlich jeweils ein Fluorophor enthalten. Die sekundaren Antikdrper mit
Fluorophor binden spezifisch an die ersten Antikdrper, so dal} indirekt das
Cytokeratin10 mit einem Fluorophor markiert ist. Bei der Praparation wurde jeweils
ein Tropfen der benodtigten Losungen auf den Bereich des Deckglaschen pipettiert, in
welchem sich die Hautdunnschnitte befanden. Die hierfur benodtigten Substanzen und

die einzelnen Praparationsschritte werden nun aufgefuhrt.

Immunmmmarkierung:

» Blocking: 3% gt-a-mIigG (sekundarer Antikbrper ohne Fluorophor) in PBS
(Phosphat buffered saline: 10mM Natriumphoshat und 0,15 Natriumchlorid)

* 1 mal Waschen mit 0,1% Tween 20 in PBS fur S5min

» Labelling mit 1. Antikorper: gt-a-CK10 in PBS (1:50) fur 30min

* mal Waschen mit 0,1% Tween 20 in PBS fur 5min

» Labelling mit sekundarem Antikérper: gt-a-migG-Alexa488 (Molecular Probes) in
PBS (1:500) fir 30min

* mal Waschen mit 0,1% Tween 20 in PBS fur 5min

 Waschen mit destilliertem Wasser

4.3.6 Penetration eines Fluoresceinderivates in ein Haar

Fur die Untersuchung von Diffusionswegen von fluoreszierenden Substanzen in das
Haarinnere wurde ein Fluoresceinderivat (Octadecanoylaminofluorescein, Molecular
Probes) eingesetzt. Ein frisch ausgerissenes humanes Kopfhaar wurde in eine 1%-
ige Loésung dieses lipophilen Fluorophors in Methanol fur 24h eingetaucht. Danach
wurde das Haar fur 10s mit Methanol abgespult, um Ruckstande auf der
Haaroberflache zu beseitigen. Nach 24h Trocknung an Luft, wurde das Haar in Epon
eingebettet. Nach 3 Tagen Ausharten des Eponblocks bei 60°C wurden Dunnschnitte
nach oben beschriebener Methode mit dem Ultramikrotom hergestellt und auf
Deckglaschen transferiert. Dieses Fluoresceinderivat zeichnet sich durch folgende

Anregungs- und Emissionswellenlangen aus: Agx= 497nm und Aem= 518nm
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5 Ergebnisse

5.1 Verbesserung des Mikroskops und Testmessungen

Wie schon in Kapitel 4.1 beschrieben, mul3te das kommerzielle System zunachst
hinsichtlich

Transmissionsmessungen bei

seiner  optischen verbessert  werden, welil

300nm

kommerziellen System nicht moglich waren.

Komponenten
und Fluoreszenzmessungen mit dem
Die UV-untauglichen optischen
Komponenten wurden mit Hilfe eines verkippbaren Spiegels umgangen, welcher
direkt unterhalb des Obijektivrevolvers des Mikroskops angebracht wurde. Im Zuge
dieser Anderung des Strahlenganges wurde auch ein Single Photon Counter
adaptiert, um Messungen bei geringen Lichtleistungen mit hohem Signal-
Rauschverhaltnis ausfuhren zu konnen. Zudem wurde ein Beamsampler in den
Strahlengang eingebracht, welcher fur eine Teilung des Strahlenganges sorgte und
somit Messungen mit zwei Detektoren zur gleichen Zeit ermoglicht. In diesem Kapitel
werden Messungen prasentiert, die fur die weiteren Ergebnisse und Betrachtungen

von grundlegender Bedeutung sind.

5.1.1 Transmission optischer Komponenten des Mikroskops im UV-Bereich

Die wichtigsten optischen Komponenten des Mikroskops wurden hinsichtlich ihrer
Transmission mit einem Powermeter (Ophir) untersucht, um die Schwachstellen des
Mikroskops aufzufinden und eine Abschatzung der an der Probe auftretenden

Lichtleistung und der detektierbaren Leistung geben zu kdnnen.

optische Komponente Transmission 305nm Transmission 351nm

Lichtleitfaser (320nm)3mLange 10,00% 40,00%
Lichtleitfaser der Sonde 0,03% 0,30%
Apertur der Sonde * 0,01% 0,01%
UV-Obijektiv 55,00% 60,00%
Verwendete Filter vor Detektor 15,00% 80,00%
Quantenausbeute H6240 13,00% 14,00%
detektierbare Leistung 0,000000003% 0,00000081%

Tab. 5: Transmission entscheidender optischer Komponenten im UV-Bereich. Die Werte
reprasentieren typische MeRwerte, die bei der Justage des Systems erreicht wurden. *
Abschatzung der Transmission nach [Novotny, 1996].
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Die relativen Transmissionswerte, die typischerweise bei der Justage des Systems
erreicht wurden, und die Quantenausbeute des Single Photon Counters sind in Tab.
5 dargestellt.

Wie aus der Tab. 5 hervorgeht, liegt die Schwachstelle der UV-Tauglichkeit des
Systems in der Faser, aus welcher die Sonden hergestellt werden. Bei 305nm konnte
am Ende einer 0,3m langen Faser dieser Sorte nicht mehr als 0,03% von der
Eingangsleistung gemessen werden, die mit Hilfe des Splices in die Faser
eingekoppelt wurde. Die Verluste der Kopplung im Splice liegen erfahrungsgemal, je
nach Qualitat der Faserenden, bei unter 20%, so dal® der geringe Durchgang auf
Absorptionsverluste in der Faser zurlckzuflhren ist. Die Verluste in der Faser
machen sich auch dadurch bemerkbar, dall in der Faser Fluoreszenzlicht erzeugt
wird. Ein Teil des Fluoreszenzlichtes wird fir das Auge sichtbar nach aufden hin
abgestrahlt.

Die detektierte Leistung ist bezogen auf die Eingangsleistung um 9 beziehungsweise
7 Potenzen geringer (siehe Tab. 5). Bei einer Eingangsleistung von 100pW und einer
Wellenlange von 305nm kann vom Detektor nach dieser Betrachtung noch 3+ 10™°W
gemessen werden. Diese Leistung entspricht einer Zahlrate von 452489 Photonen
pro Sekunde. Bei einer typischen Rastergeschwindigkeit von 3 Sekunden pro Zeile
(1/3Hz) und 200 Pixeln pro Zeile kdonnen 7089 Photonen pro Pixel detektiert werden.
Die gleiche Betrachtung fur 351nm fuhrt zu einer Zahlrate von 2139084 Photonen
pro Pixel. Das Rauschen eines Single Photon Counters wird durch die Anzahl der

gezahlten Photonen bestimmt. Das statistische Rauschen Ra ergibt sich aus :

Ra=£ (3)
n

[Hamamatsu, 1996].

N bezeichnet hier die Anzahl der gezahlten Photonen. Setzt man die errechneten
Photonenanzahlen in die obige Gleichung ein, so ergeben sich Raspsnm=1,2% und
Rass1nm=0,06%. Die Voraussetzungen fur eine rauscharme Abbildung sind damit

trotz der schlechten Transmission der Fasersonde gegeben.
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In den folgenden Kapiteln werden nun Messungen mit dem NFOM prasentiert, die
zum einen die UV-Tauglichkeit des Systems, zum anderen das potentielle
Auflésungsvermdgen zeigen sollen, welches mit den verwendeten Sonden maoglich

ist.

5.1.2 Testmessung an Aluminiumstrukturen

Eine Standardprobe bestehend aus 30-40nm hohen Aluminiumstrukturen auf Glas
wurde mit dem NFOM untersucht, um eine Aussage zum Auflésungsvermdgen in der

Transmission geben zu kénnen.

2601c/pixel =
88nm p > 3 M E 2 ’ '
L]
s b Ll
. I o ¥ L] v
445¢/pixel #
. e [ ]
Topographie A =351nm / p _» g - .'
- Y-

. . .-“' a
a 2,1umx 2,1 um b 2,1umx 2,1 um

Abb. 18: Standardprobe. Aluminiumstrukturen auf Glastrager. a) Topographie, b) Transmission
bei 351nm.

Die Messung, die in Abb. 18 dargestellt ist, zeigt die Aluminiuminseln in der
Topographie deutlich. Die Transmission wird im Zentrum der Inseln um ca. 65%
vermindert. Die optische Auflosung der Messung liegt im Bereich von 100nm, wie
anhand der Halbwertsbreite an den Strukturen gemessen wurde.

5.1.3 Testmessung an Titandioxidpartikeln

Da die vorher gezeigte Teststruktur fur tiefere Wellenlange nicht durchgangig ist,
wurde ein UVB-Filter mit dem NFOM untersucht. Das Ergebnis dieser Messungen
soll zeigen, dall mit dem System auch im UVB-Bereich genugend hohe

Signalstarken detektiert werden kdnnen. Dafur wurde der partikulare Lichtfilter
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Titandioxid in Epon eingebettet und untersucht. Dieser Lichtfilter besitzt erst im UVB-
Bereich absorbierende Wirkung. Die Partikel sollten daher einen Kontrastunterschied
bei Verwendung von 305nm im Vergleich zu 351nm zeigen. Die gleiche Stelle wurde
in diesem Fall wieder zweimal nacheinander mit diesen beiden Wellenlangen und der
gleichen Spitze gemessen. Bei diesen Messungen wurden 100pW bei 305nm und

2uW bei 351nm in die Fasersonde eingekoppelt.

168nm

A

Topographie

a 2,3umx 2,3 um

A =305nm

C 2,3umx 2,3 um

Abb. 19: Titandioxidpartikel in einem 100nm Eponschnitt. a) Topographie, b) Transmission bei
351nm, c) Transmission bei 305nm.
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In der Topographie ist zu erkennen, dal} in der oberen Halfte des Bildausschnittes
partikulare Strukturen leicht hervorstehen, die dem Titandioxid zugewiesen werden

konnen.

Das Transmissionsbild bei 351nm zeigt keine deutliche Verringerung der
Transmission im Bereich der Titandioxidpartikel, die einer Absorption des UV-Filters
zugeschrieben werden kann. Die Transmission erscheint hier im Vergleich zum
Eponbereich sehr inhomogen. Dagegen nimmt die Transmission bei 305nm im
Bereich des Titandioxids stark ab. Bis auf wenige kleinere Bereiche ist eine Abnahme

im gesamten Areal des UV-Filters um uber 60% zu verzeichnen.

Das relative Rauschen wurde mittels arithmetischer Rauhigkeit im Bereich des Epons
zu 3,5% fur 351nm und zu 6% fur 305nm bestimmt. Die mittlere Zahlrate beider
Messungen betrug 3398 c/pixel und 1393 c/pixel in diesem Areal, so da® fur das
statistische Rauschen 1,7% und 2,7% nach obiger Gleichung errechnet werden
kann. Der theoretische Wert liegt damit um den Faktor 2 niedriger als der Wert,

welcher in dieser Messung ermittelt wurde.

5.1.4 Sensitivitat des Systems bei Fluoreszenzmessungen

In diesem Kapitel wird die Sensitivitat des Systems bei Fluoreszenzmessung
betrachtet. Da das Fluoreszenzlicht einer Probe in alle Raumrichtungen emittiert
wird, kann nur ein geringer Prozentsatz durch ein Objektiv gesammelt werden. Fur
die Fluoreszenzmessungen wurde ein Olobjektiv mit NA=1,3 eingesetzt, welches
eine Sammeleffizienz von 25% bezogen auf den vollen Raumwinkel besitzt. Die
Quantenausbeute des Single Photon Counters betragt bei Wellenlangen tber 500nm
ca. 6%. Zusatzlich treten Verluste von 30-40% Prozent durch die Kantenfilter auf, die
das Anregungslicht blockieren sollen, so dal® nur ca. 0,1% des emittierten
Fluoreszenzlichtes bei optimaler Justage des Strahlenganges maximal erfal3t werden
kann. Anhand dieser Uberlegung &Rt sich schon erkennen, daR bei einem
Anregungslicht von typischerweise einigen Nanowatt, welches bei einer Einkopplung
von 100uW noch durch die Sondenapertur gelangt, Leistungen unterhalb eines

Pikowatts detektiert werden mussen.
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Um eine praxisbezogene Abschatzung uber die Empfindlichkeit des Systems und
Uber die Nachweisgrenze fur das verwendete Fluorophor treffen zu kdnnen, wurde
ein Fluoresceinderivat'’ zu 10% in Epon eingeriihrt. Ein 70nm Diinnschnitt des
eingebetteten Fluorophors wurde mit dem NFOM bei einer Eingangsleistung von
100puW untersucht. Die Rastergeschwindigkeit betrug 1/6Hz, so dal® bei 200 Pixeln
eine Integrationszeit von 0,03s fur das Sammeln des Fluoreszenzlichtes zur
Verfligung stand. Aus Linienprofilen (nicht abgebildet), die im Ubergangsbereich
zwischen Dunnschnitt und Glastrager aufgenommen wurden, wurde ein
Fluoreszenzsignal von 3800 c/pixel ermittelt. Das statistische Rauschen betragt
damit 1,6%. Um mit diesen MeRRbedingungen noch ein Bild der Probe zu erzeugen,
welches ein 5%-iges Rauschen aufweist, wirden 400 c/pixel gentgen. Dies bedeutet
wiederum, dall auch ein 70nm Dunnschnitt mit 1% des Fluoresceinderivates ein
ausreichendes Signal liefern wirde. Bei einer Apertur der Sonde von 100nm im
Durchmesser und einem zylinderformigen Volumen mit einer Hohe von 70nm ergibt
sich ein bestrahltes Volumen von 549778 nm?®. Angenommen 1% dieses Volumens
wird durch Moleklle des Fluoresceinderivates eingenommen und alle Molekile
emittieren Fluoreszenzlicht, dann wurden ca. 5500 Molekule fur eine Detektion mit

dem NFOM bei gegebenen Mel3bedingungen ausreichen.

5.2 Messungen an UV-Filtern

In den folgenden Abschnitten werden Messungen an UV-Filtern prasentiert, die auf
einem Glastrager aufgebracht wurden oder in Epon eingebettet wurden. Die
Messungen an den verschiedenen Lichtfiltersubstanzen wurden durchgefihrt, um
eine Aussage Uber Kontrastentstehung, Topographieeinfluf® und
Nachweisempfindlichkeit von UV-Filtern bei Transmissionsmessungen mit dem
NFOM treffen zu konnen. Die Bilder spiegeln dabei typische Ergebnisse wider, die

bei Messungen an UV-Filtern durchgefuhrt wurden.

' Octadecanoylaminofluorescein
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5.2.1 Absorption und Nachweisempfindlichkeit eines UVA-Filters

Bei diesem Lichtfilter handelt es sich um einen chemischen UV-Absorber, dessen
Wellenlange maximaler Absorption bei 360nm liegt. Die Substanz bildet nach
Aufbringen aus der waldrigen Losung Agglomerate in einer Grélkenordnung, die im

Mikrometerbereich liegt.

399nm
A
Topographie
1
0,50 I
A =351nm
1

C 10 um x 10 ym

Abb. 20: UVA-Filter auf Glastrager. a) Topographie, b) Transmissionsbild bei 351nm, c)
Transmissionsbild der gleichen Stelle bei 501nm.
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Es wurde in diesem Fall ein Bereich der Probe untersucht, bei dem der Lichtffilter als
auch der Glastrager zu erkennen ist (siehe Abb. 20). Auf der linken Seite der
Abbildung befindet sich der Lichtffilter, dessen Schichtdicke im Mittel 200nm betragt,
wie aus der Topographie ermittelt wurde. Es sind einige Licken zu entdecken, wo
weniger oder keine Substanz vorhanden ist. Der Vergleich mit dem
Transmissionsbild (351nm) zeigt, da® die Lucken heller erscheinen als die ubrigen
Bereiche. Relativ zum Glas gesehen wird die Transmission des Lichtes durch den
Lichtfilter gemindert. Die Transmission wird genau dort verringert, wo sich die

Lichffiltersubstanz befindet.

Die Messung der gleichen Stelle bei 501nm offenbart dagegen einen anderen
Kontrast (Abb. 20c). In dem Transmissionsbild dieser Messung zeigt sich ebenfalls
eine ziemlich homogene Transmission im Bereich des Glastragers. Im Bereich des
Lichffilters ist jedoch keine wesentliche Verringerung der Transmission zu erkennen.
Die Transmission erscheint im Vergleich zum Glastrager etwas inhomogen. Es sind
dabei leichte Erhéhungen und Verringerungen in der Transmission zu beobachten,

die aber mit der Lichtfiltersubstanz nicht korrelieren.

Eine weitere Messung an dieser Probe bei 351nm mit kleinerem Rasterbereich zeigt,
daly Strukturen um 200nm im Transmissionsbild aufgeldst werden kdnnen (siehe
Abb. 21). Die Ubereinstimmung von UV-Filtersubstanz in der Topographie und
Transmissionsverringerung im optischen Bild ist an einigen Stellen gut zu erkennen
(siehe Pfeile in Abb. 21).

359nm A r % }t 1
|

0 T 0,48
Topographie " A=351nm
TR — Bt o
a 41umx4,1pum b 4,1umx4,1um

Abb. 21: UVA-Filter auf Glastrager. a) Topographie, b) Transmissionsbild bei 351nm. Die Pfeile
markieren Bereiche, in denen die Ubereinstimmung fehlender UV-Filtersubstanz und hoher
Transmission besonders gut zu erkennen ist.
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In einer weiteren Untersuchungen dieses Lichtfilters wurde die Transmission und die
Fluoreszenz gleichzeitig gemessen. Die Strukturen, die hier auftreten, sehen etwas
anders aus, da es sich um eine hdhere Verdlinnung des Lichtfilters bei der
Praparation gehandelt hat (Abb. 22). Die Bereiche, in denen der Lichtfilter auf dem
Glastrager zu erkennen ist, besitzen eine maximale Héhe von ca. 50nm. Die
Erhebungen erscheinen relativ glatt und strukturlos in der Topographie. Die
Transmission wird in diesen Bereichen um bis zu 35% verringert. Einige kleine runde
Strukturen sind auf dem Glastrager in der Topographie zu sehen, die sich teilweise

auch in der Transmission widerspiegeln. Die Transmission ist in diesem Bereich

inhomogen.
134nm 1
0 I 0,29
Topographie A=351nm

Rel. Transmission
1,000

0,0026 0,800 .
Fluoreszenz 0,600 A *
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C SUMX 5 um d

Abb. 22: UVA-Filter auf Glastrager. a) Topographie, b) Transmission bei 351nm, c) Fluoreszenz
400-600nm, d) rel. Transmission eines Linienprofils gegen die Hohen aufgetragen.

Tragt man die relative Transmission gegen die Hohen eines Linienprofils auf, so sieht
man einen nahezu linearen Verlauf der Kurve (Abb. 22d). Es wurden 5 Profillinien an

verschiedenen Stellen des Bildes Abb. 22b ausgewertet und durch Anpassen einer
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linearen Regressionskurve die Steigung der Gerade berechnet. Die mittlere Steigung
betragt dabei 0,0052%/nm. Nimmt man nun an, dal} eine 5%-ige Absorption benotigt
wird, um diesen Lichtfilter noch vom Glastrager unterscheiden zu kdénnen, so mufite
die Schichtdicke des reinen UV-Filters nach der berechneten Steigung 9,6nm

betragen.

In Abb. 22c ist zusatzlich die Fluoreszenzmessung dargestellt. Fur diese Messung
wurde ein Breitbandfilter benutzt, welches nur im Bereich von 400nm-600nm
lichtdurchlassig ist. Das Fluoreszenzbild zeigt eine Erhohung der Lichtintensitat in
den Bereichen des Lichffilters. Im Gegensatz zum Transmissionsbild erscheinen die
kleinen runden Strukturen im Fluoreszenzbild Uberhaupt nicht. Der Glastrager zeigt
nur 0,3% des maximalen Signals und weist keine Inhomogenitat auf. Stark
absorbierende Bereiche im Transmissionsbild erscheinen im Fluoreszenzbild
besonders hell. Eine gute Ubereinstimmung von Absorption im Transmissionsbild

und Fluoreszenz des UV-Filters ist dabei zu vermerken.

5.2.2 Lichffilter in Epon eingebettet

Fir die konventionelle Praparation von Haut wird in der Regel Epon als
Einbettungsmedium bendtigt. Da die UV-Absorber nach Applikation auf der Haut
nachgewiesen werden sollen, muf} getestet werden, ob die Lichffilter in Epon optisch
aktiv sind. Daflur wurden verschiedene Lichtfilter in Epon eingebettet und
Dunnschnitte von ca. 200nm hergestellt. Es zeigte sich, dald Parsol1789 und der
UVA-Filter keinen optischen Kontrast in Epon liefern. Als Beispiel fur einen Lichtfilter,
der in Epon lokalisiert werden konnte, werden Messungen an Zinkoxidpartikeln im

folgenden Abschnitt vorgestellt.

Tab. 6: Absorptionsverhalten von UV-Filtern in 200nm Epondiinnschnitten bei Untersuchungen

mit dem NFOM.

UV-Filter Absorption in Epon
UVA (Neoheliopan) nein
Zinkoxid ja
Titandioxid ja
Parso1789 nein
TinosorbM ja

49




Ergebnisse

Die Abb. 23 zeigt eingebettete Zinkoxidpartikel in Epon. In der Topographie ist zu
erkennen, dal® eine Ansammlung von Zinkoxidpartikeln aus dem Epon leicht
herausragt.

Topographie

a 15 um x 15 ym
1

0,07 I

A =364nm

C 15 um x 15 um

Abb. 23: 200nm Dinnschnitt in Epon eingebetteter Zinkoxidpartikel. a) Topographie, b)
Transmission bei 364nm, ¢) Transmission bei 514nm. Z = Zinkoxidpartikel, A = Aufwdlbung.

Eine etwa 300nm hohe Aufwdlbung oder Falte des Diinnschnittes, die wahrscheinlich
beim Schneidevorgang erzeugt wurde, verlauft im oberen Bildrand. Ansonsten

erscheint die Oberflache im Bereich des Epons dagegen relativ glatt. Im optischen
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Bild ist hier dementsprechend eine homogene Transmission bei 364nm zu sehen
(siehe Abb. 23b). Es tritt lediglich eine runde Struktur in der Bildmitte hervor, die
sowohl in der Topographie als auch im optischen Bild zu erkennen ist. Hier handelt
es sich um eine Vertiefung von 100nm mit leicht aufgewdlbtem Rand. Im
Transmissionsbild ist zu sehen, dal® die Transmission in der Vertiefung leicht
abnimmt und auf der Aufwolbung eine Erhohung der Transmission auftritt.

Im Bereich der Partikel ist eine stark verringerte Transmission zu bemerken. Die
Transmission wird dort im Mittel auf 56% reduziert. Die Aufwolbung, die senkrecht zu
den Partikeln im rechten Bildrand verlauft, verursacht keine Verringerung der

Transmission.

Die gleiche Stelle wurde auch im sichtbaren Bereich bei 514nm untersucht. In Abb.
23c ist das Transmissionsbild dieser Messung dargestellt. Auch hier konnen
Lichtfilter und Epon voneinander getrennt werden. Im Bereich des Lichtfilters wird im
Gegensatz zur Messung im UV-Bereich die Transmission nur stellenweise leicht
verringert. Es wird ahnlich wie bei den Messungen am UVA-Filter im vorigen
Abschnitt teilweise mehr Licht transmittiert als durch das Epon. Ein Partikel im Areal
des Lichtffilters erscheint in beiden Messungen transparent (in Abb. 23a durch einen
Pfeil markiert). Die Aufwdlbung zeigt bei beiden Wellenlangen nahezu identische

Strukturen, die sich durch eine Inhomogenitat der Transmission auszeichnet.

Ein anderes Areal der Probe wurde mit hdherer Aufldsung bei 364nm untersucht. Es
sind Partikel mit einer GroRe von ca. 300-500nm zu finden (Abb. 24). Die
Transmission wird von diesen Partikeln verringert. Es ist allerdings zu bemerken, dal®
zum Zentrum der Partikel hin eine leichte Transmissionserhohung zu sehen ist. Dies
wird besonders in einem Linienprofil durch die Schnittebene eines Partikels deutlich,
welches in Abb. 24 dargestellt ist. Im sichtbaren Bereich wird die Transmission des
Lichtes im Zentrum einiger Partikel deutlich erhoht. Die Partikel erscheinen
aullerdem mit einem dunkleren Rand, der eine Halbwertsbreite von ca. 200nm

besitzt.
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Abb. 24: 200nm Dinnschnitt in Epon eingebetteter Zinkoxidpartikel. a) Topographie, b)

Transmission bei 364nm, c¢) Transmission bei 514nm und Linienprofile der markierten
Bereiche.

5.3 Hautdinnschnitte

5.3.1 Humanhaut

FUr die Untersuchungen humaner Haut wurden Dunnschnitte nach konventioneller
Praparation hergestellt. Lichtfilterbehandelte als auch unbehandelte Haut wurde
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dabei in Epon eingebettet. Die Dunnschnitte wurden zundchst mit dem
Lichtmikroskop  hinsichtlich eines méglichst glatten Uberganges zwischen

Einbettungsmedium und Stratum corneum begutachtet.

Unbehandelte Haut

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen eines 200nm Dunnschnittes sind die

wesentlichen Strukturen der Haut zu erkennen, wie es in Abb. 25 zu sehen ist. Es
sind die Zellen der Epidermis mit ihrem Zellkern und Nucleolus zu erkennen. Der
Zellkern erscheint heller als das umgebende Cytoplasma der Zelle. Jede Zelle ist von
einem hellen Bereich umgeben, in dem sich andeutungsweise Zell-Zellverbindungen
abzeichnen. Die einzelnen Zellagen des Stratum corneum sind nicht erkennbar,

jedoch hat sich ein Teil des Stratum corneums etwas vom ubrigen Teil abgelost.

Die Zellkerne zeichnen sich in der NFOM-Transmission wie in der Lichtmikroskopie
durch eine vergleichsweise homogene Transmission aus. Der Nucleolus wird im
Gegensatz zur Lichtmikroskopie nicht abgebildet. Eine dunkle Ablagerung ist auf
dem Stratum corneum zu erkennen, die auch in der Lichtmikroskopie abgebildet
wurde. Zusatzliche NFOM-Messungen, die in diesem Bereich des Dunnschnittes bei
364nm und 501nm durchgefuhrt wurden, werden fur eine detailliertere Diskussion der
Ergebnisse in den nachsten Abschnitten prasentiert.
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Abb. 25: 200 nm Dinnschnitt konventionell eingebetteter Haut. a) Lichtmikroskopische
Aufnahme, b) NFOM-Transmission bei 501nm. ZK = Zellkern, ZV = Zellverbindungen, N =
Nucleolus, SC = Stratum corneum.

In der NFOM-Topographie eines 20um-Ausschnittes zeichnen sich Strukturen ab, die
ebenfalls wesentlichen morphologischen Strukturen der Haut entsprechen (Abb. 26).
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Das Stratum corneum in der linken oberen Bildecke zeigt mehrere Zellagen, die
durch schmale Vertiefungen voneinander getrennt sind. AuRerdem sind ansatzweise
Zellkerne zu erkennen. Der Ubrige Teil des Hautquerschnittes erscheint unstrukturiert
in der NFOM-Topographie. Die Transmissionsmessungen bei 364nm und bei 501nm
zeigen keine signifikanten Unterschiede. In beiden Fallen zeichnen sich ebenfalls
schichtartige Strukturen im Stratum corneum und eine relativ. homogene
Transmission im Bereich der Zellkerne ab. Die Zellagen des Stratum corneums

werden dabei durch schmale dunkle Streifen voneinander getrennt.

153nm

Topographie

a

0,61
L= 501Tnm

¢ 100 X Olobjektiv d 20 umx 20 gm
Abb. 26: 200nm Dunnschnitt konventionell eingebetteter Haut. a) Topographie, b) Transmission
bei 364nm, c) lichtmikroskopische Aufnahme an gleicher Stelle des Dinnschnittes, d)
Transmission bei 501nm.
Zusatzlich zeichnet sich besonders gut erkennbar in der Abb. 26b eine Struktur ab,
welche die einzelnen Zellen umgibt und den Zellverbindungen aus der
lichtmikroskopischen Aufnahme &hnelt. Diese Zellverbindungen werden sowohl in
der NFOM-Topographie als auch in der AFM-Topographie nicht abgebildet, wie eine
AFM-Messung an der gleichen Stelle des Dinnschnittes zeigte (nicht dargestellt).
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Im Unterschied zur lichtmikroskopischen Aufnahme sind die einzelnen Lagen des
Stratum corneums in den Transmissionsbilder der NFOM-Messung abgebildet. Des
weiteren erscheint das Cytoplasma der Zellen nicht dunkler als die Kerne und
zeichnet sich im Gegensatz zur Lichtmikroskopie durch eine inhomogene
Transmission aus. Zwischen den Zellen befindliche Verbindungen sind in den NFOM-

Messungen ebenfalls durch abwechselnd helle und dunkle Streifen abgebildet.

Die folgenden beiden NFOM-Messungen zeigen die Strukturen des Stratum
corneums und einer Zelle des Stratum spinosums noch deutlicher (Abb. 27).

SEnm

208nm

1]
Topographie

c 10 umx 10 ym d

Abb. 27: 200nm Dinnschnitt konventionell eingebetteter Haut. a) Topographie, b) Transmission
bei 364nm, c) Topographie, d) Transmission bei 364nm. Die Pfeile markieren Bereiche, in
denen Topographie und Transmission korrelieren. A = Ablagerung, SC = Stratum corneum, ZK
= Zellkern.

In Abb. 27a ist ein Zellkern im der Topographie zu sehen, der sich durch eine leichte
Erhdhung um 20nm abzeichnet. Es wird weiterhin eine schmale Vertiefung
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abgebildet, die diese Erhohung umschliel3t. In der Transmission setzt sich der
Zellkern dadurch von dem Ubrigen Bereich ab, dalR er homogen das Licht
transmittieren 1alt. Es sind aber auch hier leichte Transmissionserhéhungen, die mit
einer Erhdhung in der Topographie Ubereinstimmen, und Transmissionsreduktionen
zu erkennen, die mit Vertiefungen korrelieren. Dieser Bereich wird durch ein Band
von abwechselnd hellen und dunklen Streifen von der ungeordneten Struktur des
Ubrigen Bereiches getrennt. Dieses Streifenmuster (Zellverbindungen) wird auch bei

dieser hdheren Aufldsung in der Topographie nicht abgebildet.

In Abb. 27c ist die Topographie des Dunnschnittes im Bereich des Stratum corneums
zu sehen. Am oberen Bildrand befindet sich eine Ablagerung auf dem Stratum
corneum, die in der Topographie um einige Nanometer hervorsteht. Diese
Ablagerung erscheint in der Transmission um ca. 5% dunkler als das Epon (Abb.
27d). Die einzelnen Corneozytenlagen werden deutlich in der Topographie aufgelost.
In dem Transmissionsbild zeichnet sich ebenfalls der schichtartige Aufbau des
Stratum corneums ab. Die ca. 150nm schmalen Vertiefungen sind im optischen Bild
als dunkle Streifen zu erkennen, die eine Transmissionsverringerung im Mittel von
14% (x 2%) relativ zu den Corneozyten in dieser Messung verursachen. Dieser Wert
wurde aus 10 Transmissionsprofilen gebildet, die aus der in Abb. 27 gezeigten

Messung gewonnen wurden.

Exemplarisch sind Linienprofile flir die Topographie und Transmission dargestellt
(siehe Markierung in Abb. 27). Diese Profile verdeutlichen die starken
Schwankungen der Transmission im Stratum corneum, im Cytoplasma und in den
Zellzwischenraumen. Die Profile zeigen auch, dal® die Transmission besonders im
Stratum corneum mit der Topographie insofern korreliert, da} Vertiefungen in der
Transmission dunkler erscheinen (Abb. 28). Die sehr ungeordnete Struktur im
Cytoplasma und in den Zellzwischenraumen spiegelt sich in der Topographie nur mit
einigen Ausnahmen wider. An einigen Stellen sind aber auch hier wiederum
Ubereinstimmungen zwischen Probenprofil und Transmission vorhanden (siehe
markierte Stellen in Abb. 27).
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Abb. 28: Linienprofile aus Abb. 27. a) Transmissionsprofil aus Abb. 27b, b) Transmissionsprofil
aus Abb. 27d, c) Ho6henprofil aus Abb. 27a, d) Hohenprofil aus Abb. 27c. E=Epon,
A=Ablagerung, SC=Stratum corneum.

Behandelte Haut
Hautstanzlinge wurden mit verschiedenen Emulsionen behandelt, die Lichtfilter

enthielten, und nach 4h Einwirkzeit chemisch fixiert und in Epon eingebettet. Die
Untersuchung von DlUnnschnitten derartig behandelter Haut ergab keine signifikanten

Unterschiede zwischen unbehandelter und behandelter Haut.

Bei der behandelten Haut wurden ebenfalls einige Ruckstande auf dem Stratum
corneum beobachtet, die aber sowohl im UV-Bereich als auch im sichtbaren Bereich
absorbieren. Exemplarisch wird eine Messung bei 364nm und 501nm an einem
200nm Hautdunnschnitt gezeigt, welcher Haut nach Applikation von TinosorbM
enthalt (Abb. 29).
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Topographie

Topographie

C 1Sumx 15 d 1Sumx 15 pm

Abb. 29: 200nm Diinnschnitt konventionell eingebetteter Haut nach Auftrag eines UV-Filters. a)
Topographie, b) Transmission bei 364nm, c) Topographie, d) Transmission bei 501nm.
SC=Stratum corneum, E=Epon, A=Ablagerung.

Die Strukturen, die in den optischen Bilder zu sehen sind, sind fur beide
Wellenlangenbereich nahezu identisch. Auch bei dieser Messung befindet sich eine
Ablagerung auf dem Stratum corneum, die allerdings auch hier bei beiden
Wellenlangen absorbiert. In den Bildern sind keine Bereiche auffindbar, die bei
364nm starker die Transmission verringern als bei 501nm, so dal} kein Hinweis fur

die Existenz des Lichtffilters in diesem Querschnitt vorliegt.

5.3.2 Immunmarkierte Haut

In der Lichtmikroskopie ist die Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen eine gangige
Methode, um einen optischen Kontrast zu erzielen. In diesem Kapitel werden
nahfeldoptische Messungen dargestellt, bei denen Hautquerschnitte mittels

Immunmarkierung kontrastiert wurden. Dabei wurde das Cytokeratin10 durch ein
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Fluorophor, welches bei 518nm sein Emissionsmaximum besitzt, indirekt markiert.
Diese Markierung eignet sich hervorragend, um Strukturen der oberen Epidermis

darzustellen.

B2c/pixel 17 2c/pinel

Bo'plxel
Flucreszenz

fQciploel
Fluoreszenz

a b
E8cipixal
13ciplxal
Fluereszenz CLSM
Fluoreszenz
c 8 umx 8 um d 40 pm x 40 pm

Abb. 30: 200nm Hautdinnschnitt nach Immunmarkierung. Durch die Anfarbung des
Cytokeratins erscheinen morphologische Strukturen der oberen Epidermis. a) NFOM-
Fluoreszenz, b) NFOM-Fluoreszenz, c)NFOM-Fluoreszenz, d) CLSM-Fluoreszenz. SC=Stratum
corneum, ZK=Zellkern, C=Corneozyt, ZV=Zellverbindungen.

In Abb. 30a ist ein Ubersichtsbild der Probe zu erkennen. Es sind dabei Stratum
corneum und das obere Stratum granulosum zu sehen. Die Zellkerne sind, wie
erwartet, nicht angefarbt und zeigen daher keine Fluoreszenz. Der tbrige Bereich der
Zellen ist dagegen fluoreszierend, wobei allerdings eine inhomogene Verteilung des
Farbstoffes zu erkennen ist (Abb. 30b). In dem Bereich zwischen zwei Zellen sind die
Zell-Zellverbindungen zu sehen, die mit dem NFOM gut aufgelost werden kdnnen. Im
Bereich des Stratum corneums sind die einzelnen abgeflachten Corneozyten zu
erkennen. Im Zwischenraum zweier Corneozyten tritt keine Fluoreszenz auf. In Abb.

30c ist ein Teil einer Zelle zu sehen, die sich gerade im Ubergang zu einem
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Corneozyten befindet. In ihr befindet sich noch ein Zellkern, der nicht angefarbt ist. In
diesem Bild ist auch eine Verzahnung zweier nebeneinander liegender Corneozyten
im oberen Bildbereich zu beobachten (siehe Markierung). Die dunklen linienférmigen
Bereiche zwischen den Corneozyten besitzen in dieser Messung etwa eine Breite

von 180nm.

In der Vergleichsmessung mit dem CLSM sind die oben beschriebenen Strukturen
ebenfalls gut zu erkennen (Abb. 30d). Bei dieser Messung handelt es sich um den
gleichen Bereich der Probe, der zuvor mit dem NFOM untersucht wurde.
Ausgebleichte Stellen sind nicht zu bemerken, so dal} davon ausgegangen werden
kann, dal? die NFOM-Messung kein signifikantes Bleichen mit den eingestellten
Parametern verursachte. Die meisten Strukturen kdnnen auch in der CLSM-Messung
gut aufgelost werden, jedoch tritt die oben erwahnte Verzahnung der beiden
Corneozyten in der NFOM-Messung etwas deutlicher hervor.

5.4 Haardinnschnitte

5.4.1 Melaninpigmente im Haar

Wie in Kapitel 3.4.3 erwahnt, besitzen Haare Pigmente, die lichtstreuende und
lichtabsorbierende Wirkung zeigen. Asiatisches Haar ist bekannt dafir, dal} diese
Pigmente eine besonders hohe Absorption im ultravioletten und sichtbaren
Wellenlangenbereich aufweisen [Leszek, 1987]. In diesem Abschnitt werden
Messungen an Dunnschnitten asiatischer Haare gezeigt, bei denen die
Kontrastbildung, die durch die Melaninpigmente hervorgerufen wird, im Vordergrund
steht.

In der TEM-Aufnahme (Abb. 31) eines Haardunnschnittes sind die wesentlichen
morphologischen Regionen eines Haares zu erkennen, die in dieser Arbeit eine
wichtige Rolle spielen. Im linken Bildausschnitt befindet sich die Cuticula mit den
beiden sich hier deutlich abzeichnenden Regionen, der Endocuticula und
Exocuticula, einer einzelnen Cuticulazelle. Im Cortex sind vor allem die ca. 0,3-0,7um

grolRen dunkel erscheinenden Pigmente gut zu erkennen. Des weiteren kdnnen
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Umrisse von einzelnen Cortexzellen ausgemacht werden, die sich durch den ZMK

voneinander trennen.

Abb. 31: TEM-Aufnahme eines 50nm Diinnschnittes eines in Epon eingebetteten Haares. Der
Dunnschnitt wurde mit Uranylacetat angefarbt. EN=Endocuticula, EX=Exocuticula, E=Epon,
M=Melaninpigmente, ZMK=Zellmembrankomplex, ZK=Zellkernrest

In Abb. 32c ist eine Lichtmikroskopieaufnahme eines 200nm dinnen Querschnittes
eines asiatischen Haares abgebildet. Es sind kaum Strukturen des Haares in dieser
Aufnahme zu erkennen. Bei den dunklen Bereichen handelt es sich aller Voraussicht
nach um Melaninpigmente, die das sichtbare Licht absorbieren und streuen. Der
gleiche Dunnschnitt wurde auch im NFOM untersucht, um die Kontrastentstehung
vergleichen zu kénnen. Der markierte Bereich stellt dabei das im NFOM gemessene
Areal dar. In der lichtmikroskopischen Aufnahme erscheinen hier vier als dunkle

Spots erkennbare Melaninpigmente.

Eine NFOM-Messung an der gleichen Probe zeigt, dal die Topographie der Probe
nicht ideal glatt ist. Es zeigen sich 30-100nm schmale Vertiefungen, die eine
netzartige Struktur aufbauen. Auflerdem sind im unteren Bereich des Bildes Locher
im Dunnschnitt zu erkennen, die einen Durchmesser von 200-300nm aufweisen.
Weiterhin sind runde Erhebungen zu sehen, deren Durchmesser zwischen 300 und
600nm betragen und bis zu 30nm vom Ubrigen Bereich des Haares hervorstehen
(siehe Abb. 32a). Die Verteilung dieser Aufwolbungen laldt die Vermutung zu, dal® es
sich um die Melaninpigmente handelt, welche in der lichtmikroskopischen Aufnahme

dunkel erscheinen.
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Das Transmissionsbild der NFOM-Messung bei 501nm ist in Abb. 32b dargestellt.
Die Abbildung zeigt eine inhomogene Verteilung der Transmission. In den Bereichen,
wo die ril3artigen Vertiefungen etwas breiter werden, ist eine geringere Transmission
zu verzeichnen. Zudem ist auch eine verringerte Transmission in dem Bereich der

beiden Loécher zu erkennen (Markierung). Die Aufwdlbungen weisen dagegen in dem

Transmissionsbild eine ringférmige Struktur mit hellem Zentrum auf.

114mim

0
Topographie
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Abb. 32: 200nm Dunnschnitt eines Haares. a) Topographie, die vier Melaninpigmente sind mit
einem M bezeichnet worden, die Pfeile markieren Locher im Haarmaterial, b) Transmission bei
501nm, c) lichtmikroskopische Aufnahme 100Xdlobjektiv, d) Transmission bei 351nm (leicht
verschobener Rasterbereich).

Die gleiche Stelle des Haardinnschnittes wurde auch bei 351nm mit der gleichen
Sonde untersucht (Abb. 32d). Die Transmissionsmessung zeigt einen vdllig anderen
Kontrast als die Messung im sichtbaren Bereich. Die Transmission wird bei den
Erhebungen deutlich verringert. Im Linienprofil &Rt sich erkennen, dafl die
Transmission ungefahr um 40% hier reduziert wird. Die Loécher erscheinen wie bei

der Messung mit 501nm ebenfalls dunkel. Weiterhin ist ein starkes Rauschen im

62



Ergebnisse

ubrigen Bereich des Haares zu bemerken, welches durch die geringe Lichtleistung
verursacht wurde. Die Erhebung im oberen rechten Bildrand zeigt dagegen keine
Transmissionsverringerung. Das Transmissionsbild im UV-Bereich ahnelt der
lichtmikroskopischen Aufnahme mehr als das im sichtbaren Bereich gemessene
Transmissionsbild. Die Probe wurde nach der Messung im UV-Bereich wieder im
sichtbaren Bereich untersucht. Die wiederholte Messung ergab das identische
Verteilungsbild wie in Abb. 32b, so dal} der Kontrastunterschied im UV-Bereich nicht
durch eine Anderung der Spitzencharakteristik zuriickzufiihren ist, sondern die reale

Lichtabsorption darstellt.
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Abb. 33: Linienprofile durch die in angezeigten Bereiche. a) rel. Transmission bei 501nm, b)
rel. Transmission bei 351nm, c) Topographieprofil, d) Topographieprofil.

Die vier Pigmente, die sich in diesem Ausschnitt befinden, erscheinen im Gegensatz
zur Lichtmikroskopie bei 501nm nicht als dunkle Bereiche. Die Pigmente besitzen
einen dunklen Rand mit einem hellen Zentrum. Vor allem bei den zwei oberen
Pigmenten kommt dies deutlich zum Vorschein. Hier ist die Transmission im Zentrum
der Pigmente sogar hdher als im Ubrigen Bereich des Haares. Ein Linienprofil soll
diesen Sachverhalt verdeutlichen (Abb. 33). Die Erhebungen stimmen mit den
Transmissionserhohungen uberein. Am Rand der Pigmente wird die Transmission

bis zu 15% verringert.
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Ein etwas anderes Bild ergibt sich bei der Untersuchung eines weiteren
Dunnschnittes im sichtbaren Bereich. Bei diesem 50nm Dunnschnitt wurde eine
besonders glatte Oberflache erzeugt. Es ragen nur einige runde Strukturen leicht aus
dem Cortex hervor (Abb. 34a), bei denen es sich aufgrund ihrer GroRe und den
obigen Betrachtungen nach um Melaninpigmente handelt. Es zeigt sich, daR
zumindest einige Pigmente auch im sichtbaren Bereich die Transmission signifikant

verringerten (Abb. 34b). Andere Pigmente zeigen aber wieder genau die gleichen

Intensitatssteigerungen im Zentrum der Pigmente, wie sie in Abb. 32 zu sehen sind.

nm

0
Topographie

A Fl'v.|1-|:I

Topographia

c 20 Hm X 20 Hm d 9.8 Hm X 98 MM
Abb. 34: NFOM-Messung an einem 50nm Dinnschnitt eines asiatischen Haares in Epon
eingebettet. a) Topographie, b) Transmission bei 488nm, c) AFM-Topographie der gleichen

Probe, d) AFM-Topographie mit erhdohter Aufldsung. M=Melaninpigmente, EN=Endocuticula,
EX=Exocuticula, ZK=Zellkernrest, MF=Makrofibrillen, E=Epon.

Bei dieser Messung ist auch der Bereich der Cuticula zu sehen, die sich in der
Topographie vom Cortex dadurch abhebt, dald abwechselnd Erhéhungen und

Vertiefungen langlicher Strukturen vorherrschen. Die Cuticula weist im
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Transmissionsbild der NFOM-Messung nur einen leichten Kontrast durch
abwechselnd helle und dunklere Bereiche auf.

Eine zusatzlich durchgefuhrte AFM-Messung an der gleichen Stelle lalt die
Strukturen in der Topographie etwas deutlicher als in der NFOM-Topographie
erkennen (Abb. 34c,d). Es sind dabei die Umrisse einzelner Cuticulazellen zu sehen.
Es heben sich in der AFM-Messung die Pigmente um 10-15nm hervor. Zusatzlich
sind runde Strukturen im Cortex zu erkennen, die einen Durchmesser von 200-
500nm besitzen und nicht hervorstehen. Diese resultieren aller Wahrscheinlichkeit
nach aus dem fibrillenartigen Aufbau der Cortexzellen und zeigen Querschnitte der
Makrofibrillen. Des weiteren sind grof3ere Vertiefungen unterschiedlicher Form zu
bemerken, die nach Vergleich mit TEM-Aufnahmen und Literaturdaten mit

Zellkernresten in den Cortexzellen Ubereinstimmen.

5.4.2 Penetration eines Fluorophors

Dunnschnitte von Haaren, die zuvor mit einem Fluoresceinderivat eingefarbt wurden
(Kapitel 4.3.6), wurden mit dem NFOM untersucht. Um einen Vergleich der
abgebildeten Strukturen mit einer etablierten Technik zu erhalten, wurden die
gleichen Proben mit dem CLSM untersucht. Die Dinnschnitte zeigen Fluoreszenz im

Innern des Haares, wie es in Abb. 35 zu sehen ist.

Die Fluoreszenz stammt dabei eindeutig von dem eingesetzten Farbstoff, da keine
Eigenfluoreszenz unter den gegebenen MelRbedingungen im Haarinneren eines
unbehandelten Haares auftritt, wie eine Kontrollmessung an einem Dunnschnitt
ergab. Diese Kontrollmessung zeigt kein erhdhtes Signal im Bereich des Haares
relativ zum umgebenden Epon und wird daher hier nicht dargestellt.

Die Verteilung des Fluoreszenzlichtes ist inhomogen und weist einige besondere
Strukturen auf (siehe Abb. 35a). Das Haar wird durch eine ringférmige Struktur
umgeben, die den Bereich der Cuticula darstellt. In der hier gezeigten Abbildung ist
ein Ausschnitt dieses Ringmusters dargestellt, in dem vier fluoreszierende Linien den
Cortex des Haares umgeben. Eine schwache Fluoreszenz kann in weiten Teilen des

Cortex beobachtet werden, die nur durch dunkle runde Bereiche unterbrochen
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werden, die einen Durchmesser von 0,3-0,7um besitzen. Zudem zeigen sich

besonders helle Bereiche mit unbestimmter Form, deren Gro3e mehrere Mikrometer

betragen kann. Des weiteren ist eine netzartige Struktur zu erkennen, die im
gesamten Cortex des Haares zu finden ist.

CLSM-
Fluoreszenz

d 10 pmx 10 pm
rI

chpixe-ll

Fluoreszenz

435nm

A

Topographie

c 10 pmx 10 pm

Abb. 35: 50nm Dunnschnitt eines Haares nach Penetration eines Fluoresceinderivates. a)
CLSM-Messung, b) NFOM-Fluoreszenz, c) Topographie. C=Cuticula, E=Epon.

Eine NFOM-Messung von einem anderen 50nm Dudnnschnitt ist in Abb. 35b

dargestellt, die den Ubergang zwischen Cuticula und Cortex zeigt. Ahnlich wie bei
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der CLSM-Messung erscheint die Cuticula durch ein streifenférmiges Muster. Auch
hier ist im Innern des Cortex eine schwache durchgehende Fluoreszenz zu
bemerken, die durch dunkle Spots unterbrochen wird. In der Topographie der NFOM-

Messung sind derartige Strukturen im Haar erkennbar.

Um einen direkten Vergleich zwischen konfokaler Messung und NFOM-Messung zu
erlangen, wurden die gleichen Dunnschnitte untersucht. Eine Messung an der
gleichen Stelle eines 200nm Dunnschnittes ist in Abb. 36 abgebildet. Der hier
gezeigte Ausschnitt befindet sich im Cortex des Haares. Hier erscheint nochmals die
netzférmige Struktur und ein stark fluoreszierender Bereich im Zentrum des Bildes.

Die Signalhdhe dieser Struktur ist doppelt so hoch wie die der netzformigen Struktur.

CLSM CLSM

Fluoreszens Fluareszenz
d 16 Hm X 16 WM b

3TEnm 285aiplxel

23cipivel I

Fluoreszenz

Topographie

c Bumx 6 um d B UM x B um

Abb. 36: 200nm Dunnschnitt eines Haares nach Penetration eines Fluoresceinderivates. a)
CLSM-Messung, b) Zoom aus a), c) Topographie, d) NFOM-Fluoreszenz an der gleichen Stelle
wie in b).

67



Ergebnisse

An dieser Stelle wurde vor der CLSM-Messung eine NFOM-Messung durchgefuhrt,
die in Abb. 36a und b dargestellt ist. Der direkte Vergleich beider Bilder zeigt, dafl
nahezu identische Strukturen bei den Messungen abgebildet wurden. Besonders
auffallig ist der in Abb. 36d markierte Bereich, in dem die Netzstruktur so kleine
Dimensionen annimmt, dal} sie mit dem CLSM kaum noch aufgeldst werden konnte.

Dagegen erscheinen diese Strukturen in der NFOM-Messung relativ klar.

Die Topographie weist eine Vertiefung von Uber 150nm in dem Bereich auf, in dem
das Fluoreszenzsignal besonders hoch ist (siehe Pfeil in Abb. 36c¢,d). Die Form
dieser Vertiefung stimmt mit der Form des fluoreszierenden Bereiches gut Uberein.
Ansonsten kann keine Korrelation zwischen Topographie und Fluoreszenzbild in

dieser Messung gefunden werden.

Ein Linienprofil durch einen fluoreszierenden Bereich wird in Abb. 37 dargestellt, um
das Auflosungsvermodgen beider Messungen zu vergleichen. Das Signal einer
punktférmigen fluoreszierenden Struktur zeigt bei der CLSM-Messung eine
Halbwertsbreite von 240nm und bei der NFOM-Messung eine Halbwertsbreite von
130nm. Dies sind typische GroRRen von Strukturen, die mit dem NFOM und dem

CLSM in der Regel noch aufgeldst werden konnten.
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Abb. 37: Linienprofile durch die in Abb. 36 markierten Bereiche. a) CLSM-Messung, b) NFOM-
Messung. Die Halbwertsbreiten der Signale einer punktférmigen Struktur wurden zu a) 240nm
und b)130nm bestimmt.

Damit die auftretenden Strukturen besser in Bezug zu morphologischen Regionen
des Haares gebracht werden kdnnen, wurden zusatzlich Langsschnitte von derartig
praparierten Haaren angefertigt und im NFOM untersucht. Eine Messung wird in Abb.
38 dargestellt, die einen guten Uberblick des Cortex in Langsrichtung bietet. In dem
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Fluoreszenzbild zeigen sich ebenfalls netzartige Strukturen, die allerdings
vergleichsweise langgezogen erscheinen. In dem Fluoreszenzbild treten sehr feine
Strukturen auf, die eine fransenartige Form aufweisen (siehe Markierung in Abb.
38b).

411 nm 930 c/pixel
0 105 c/pixel
Topographie Fluoreszenz

a 18 um x 18 ym b 18 um x 18 ym

Abb. 38: Lé&ngsschnitt eines Haares nach Penetration eines Fluoresceinderivates. a)
Topographie, b) NFOM-Fluoreszenz.
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6 Diskussion und Schlu3folgerungen

6.1 Apparative Verbesserungen und Testmessungen

6.1.1 UV-Tauglichkeit des NFOM

Die Modifikation des NFOM erwies sich als unumganglich, um Messungen im
tieferen UV-Bereich durchfuhren zu kdnnen. Die Abschatzung fur die Transmission
der optischen Komponenten im Zusammenspiel mit der Detektionsempfindlichkeit
zeigt, dald das abgeanderte System fur Wellenlangen im UV-Bereich gut funktioniert.
Die gezeigte Testmessung an den Aluminiumstrukturen demonstriert die hohe
laterale Auflosung um 100nm, welche auch im UV-Bereich erzielt werden kann. Die
Teststrukturen konnten sowohl in der Topographie als auch im optischen

Transmissionsbild gut aufgeldst dargestellt werden.

Die Messung an Titandioxidpartikeln bestatigt die Tauglichkeit des NFOM fur UV-
Messungen auch bei 300nm. Die Ergebnisse zeigen eindeutig einen
wellenlangenspezifischen Kontrast im optischen Bild, welcher sehr wahrscheinlich
durch das Streuverhalten der Titandioxidpartikel verursacht wird. Das Streuvermogen
des Titandioxids hangt von der PartikelgroRe und der eingestrahlten Wellenlange ab
(Rayleighstreuung). An Partikeln, deren Durchmesser kleiner als die Wellenlange
des eingestrahlten Lichtes sind, wird kurzwelliges Licht starker gestreut als
Langwelliges. Die PartikelgroRe des untersuchten Titandioxids betrug 20nm
(Herstellerangaben), wobei aber haufig Agglomerate dieser Partikel mit
Durchmessern von bis zu 500nm auftraten. Der Kontrastunterschied zwischen der
Messung bei 351nm und 305nm kann daher damit erklart werden, dal3 das
kurzwelligere Licht sehr viel starker von den Partikeln gestreut wird. Da Titandioxid
ein Halbleiter ist, kann zudem eine reine Absorption von Photonen madglich sein, die
Elektronen aus dem Valenzband in das Leitungsband heben koénnen. Der
notwendige Energiebetrag wird erst bei der kleineren Wellenlange aufgebracht, so

dal hier zusatzlich die Transmission reduziert wird.

Das gemessene Rauschen ist in den prasentierten Messungen um den Faktor 2

groler als das statistische Rauschen, welches aus der gezahlten Photonenanzahl
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ermittelt werden kann. Die Ursache liegt wahrscheinlich in dem Einflud der
Topographie. Obwohl der Bereich des Epons gegenuber dem Bereich der
Titandioxidpartikel glatt wirkt, sind kleinere Unebenheiten vorhanden, die nur bei
genauer Betrachtung erscheinen. Die Topographie kann die Transmission des
Lichtes beeinflussen, wie in Kapitel 6.5 noch beschrieben wird. Des weiteren kann
das elektronische Rauschen des Signals, welches zur Nachregelung des Abstandes
benutzt wird, Abstandsvariationen der Sondenapertur zur Oberflache hervorrufen.
Diese Abstandsanderungen haben zur Folge, dal® die Transmission des Lichtes
variiert und somit zusatzliche Schwankungen im Signal auftreten konnen. Dies liegt
an der Tatsache, dal der resultierende Photonenflul} aus einer NFOM-Spitze stark
abstandsabhangig ist [Novotny, 1996]. Ein weiterer Einflul3 auf die Bildqualitat stellen
moglicherweise auch mechanische Vibrationen dar, die EinfluR auf die
Einkoppeloptik und den Faser-Faserkopplers besitzen. Dadurch kann es sein, dal}
die eingekoppelte Lichtintensitat leicht schwankt. AuRerdem ist noch zu bedenken,
dall das Epon im Volumen inhomogen sein kann. Dadurch kdnnen ebenfalls lokale

Transmissionsunterschiede herbeigefuhrt werden.

6.1.2 Fluoreszenzmessungen mit dem NFOM

Anhand einer Messung an einem Epondinnschnitt, in welchem zu 10% ein
Fluoresceinderivat eingertihrt wurde, wurde die Sensitivitat des Mikroskops flr
Fluoreszenzmessungen abgeschatzt. Die Abschatzung ergab eine Molekulanzahl
von 5500, die zur Fluoreszenz beitragen mussen, damit noch eine gentgend hohe
Signalintensitat mefRbar ist. Dies ist eine relativ hohe Anzahl im Vergleich zu
Systemen, bei denen Licht einzelner Molekile fir eine Detektion ausreicht [Betzig,
1993].

FUr eine hohe Signalintensitat sind verschiedene Faktoren entscheidend. Die
Effizienz der Sammeloptik ist bei abbildenden Systemen mit 0,25 schon sehr hoch
und kann nur durch nicht abbildende Systeme, wie Parabolspiegel, wesentlich
ubertroffen werden. Weiterhin ist die Quantenausbeute eines Photomultipliers im
sichtbaren Wellenlangenbereich mit 5%-10% im Vergleich zu einer Avalanche
Photodiode (40%) gering. Eine Detektion mit derartiger Photodiode hat aber zwei

entscheidende Nachteile gegenlber dem Photomultiplier. Im UV-Bereich wird die
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Quantenausbeute sehr viel geringer, so dal® dieses System fur UV-Messungen nicht
mehr geeignet ware. Zudem ist die photoempfindliche Detektorflache mit nur einigen
hundert Mikrometer so klein, dal} eine sehr prazise Strahlengangjustage erforderlich
wird. Ein Umbau mit einer Avalanche Photodiode wirde eine elektronische
Positioniereinheit fur den Detektor erforderlich machen, da die Positionskorrektur des
Detektors auch noch nach Annaherung der NFOM-Sonde an die Oberflache moglich
sein mull. Aus diesen Grunden wurde auf eine Avanlanche Photodiode verzichtet.
Des weiteren wurde bei dieser Messung eine relativ geringe Eingangsleistung von
100puW gewahlt. Diese konnte sicherlich noch um den Faktor 10 erhoht werden, ohne
dall die Sonde zerstoért wirde. Dies wirde eine weitere Signalerhdhung nach sich
ziehen, hatte aber den Nachteil, dall der Farbstoff schneller ausbleicht. Die
Integrationszeit pro Pixel betrug bei dieser Testmessung 0,03s. Aus einer Erhdhung
der Integrationszeit wurde sich eine Verlangerung der Bildaufnahmezeit ergeben,

welche bei 200 Pixeln mit den eingestellten Parametern schon bei 40min liegt.

Die Veranderungen am Mikroskop stellen eindeutig eine Verbesserung des Systems
dar, die erst eine erweiterte Einsetzbarkeit des Mikroskops im UV-Bereich
ermdglicht. Die Empfindlichkeit ist fur Transmissionsmessungen im UV-Bereich und
fur Fluoreszenzmessungen hoch genug, wie es die dargestellten Ergebnissen
aufweisen. Die Anzahl der detektierten Photonen ist dabei in der Regel ausreichend
hoch, um Messungen mit einem statistischen Rauschen von weniger als 5%
durchzufihren. Eine weitere Verbesserung des Systems stellt die Mdglichkeit dar,
mit Hilfe eines Beamsamplers gleichzeitig Transmissions- und
Fluoreszenzmessungen durchzuflihren. Auf diese Option wird im nachsten Kapitel

eingegangen, in dem Untersuchungen an dem UVA-Filter diskutiert werden.

6.2 Absorption und Nachweisempfindlichkeit eines UV-Filters

Die Ergebnisse dieser Melreihe zeigen einen wellenlangenabhangigen Kontrast in
der Transmission fur 351nm und 501nm. Im sichtbaren Wellenlangenbereich kommt
es zur Streuung und zu Topographieeinflissen, auf welche detaillierter in Kapitel 6.5
eingegangen wird. Dadurch erscheint der Bereich des Lichtfilters nicht homogen
transparent, sondern leicht strukturiert. Die Messungen im UV-Bereich zeigen

dagegen eindeutig einen Kontrast, der wesentlich durch die Absorption des Lichtes
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durch den UV-Filter hervorgerufen wird. Eine lokale Ubereinstimmung von
Lichtfiltersubstanz und Transmissionsverringerung ist zu bemerken. Durch diesen
Kontrastunterschied kann der Lichtfilter auf einem Glastrager durch seine optischen

Eigenschaften lokalisiert werden.

Die Anzahl der Moleklle eines UV-Filters, welche bendtigt werden, um diesen
anhand der wellenlangenspezifischen Absorption vom Glastragern unterscheiden zu
konnen, hangt in erster Linie von dem Extinktionskoeffizienten ab. Zusatzlich ist aber
auch die Apertur der NFOM-Sonde zu berucksichtigen, weil davon das Volumen der

Probe abhangt, welches mit dem Licht wechselwirkt.

Im Ergebnisteil wurde die Schichtdicke des UVA-Filters abgeschatzt, welche zu einer
5%-igen Signalverringerung beitragen mul3. Bei dem verwendeten UV-Filter wurde
die Schichtdicke zu ca.10nm bestimmt. Die lineare Abhangigkeit der Absorption mit
der Schichtdicke stimmt mit den theoretischen Berechnungen von Novotny Uberein,
der ebenfalls einen linearen Verlauf mit Hilfe der MMP zwischen Transmission und
Schichtdicke eines absorbierenden Materials berechnet hat [Novotny, 1996]. Bei
einer Spitzenapertur von 150nm im Durchmesser und einer Schichtdicke von 10nm
ruft ein Volumen von 169646 nm?® eine genugend hohe Absorption hervor. Nimmt
man ein Volumen eines Molekiils von ca. 1nm> an, so miissen ca. 170000 Molekiile
zur Absorption beitragen. Fur die Abschatzung wurde ein Aperturdurchmesser von
150nm angenommen, weil die laterale Auflosung bei den Transmissionsmessungen

in der Regel zwischen 100nm und 200nm liegt.

Diese Abschatzung ist relativ grob und setzt ein vereinfachtes Modell voraus. Zudem
gilt sie nur fiir diesen UV-Filter mit einem Extinktionskoeffizienten® von 0,8. Sie zeigt
jedoch die Grélenordnung von Molekllen, die bei den NFOM-Untersuchungen zur

Absorption beitragen mussen, damit ein gentigend hoher Kontrast entsteht.

Wie schon oben erwahnt, hangt die Sensitivitat nicht nur vom
Extinktionskoeffizienten  des  Lichtfilters, sondern auch extrem  vom
Aperturdurchmesser ab. Daher ist es notwendig, Spitzen mit moglichst kleinem

Aperturdurchmesser ~ fur  Transmissionsmessungen  zu benutzen. Bei

'®*BDF-interne Messung an UVA-Filter (10pg/ml Lichtfilter in 5%-iger NaOH, 1cm Kuvettendicke).
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Aperturdurchmessern von 50nm ist die Nachweisempfindlichkeit um den Faktor 9

gréler als bei dem angenommenen Aperturdurchmesser von 150nm.

6.3 Fluoreszenzmessungen mit UV-Anregung

Im Ergebnisteil wurde eine Fluoreszenzmessung gezeigt, bei der ein UV-Filter mit
einer eingestrahlten Wellenlange von 351nm zur Fluoreszenz angeregt wurde. Es ist
dabei zu beachten, dal generell Fluoreszenzmessungen mit einer Anregung im UV-
Bereich kritisch zu betrachten sind, weil die meisten Fasersonden eine
Eigenfluoreszenz im sichtbaren Bereich besitzen. Dieses von der Faser stammende
Fluoreszenzlicht kann sich ebenfalls in der Faser ausbreiten und durch die
Spitzenapertur gelangen, so dal’ dieses Licht zusatzlich detektiert wird. Die
Eigenfluoreszenz der Faser ist somit bei dieser Mef3anordnung nicht mehr von dem

Fluoreszenzlicht zu trennen, welches von der Probe emittiert wird.

Bei der gezeigten Messung kann allerdings davon ausgegangen werden, dal} die
Kontrastentstehung im optischen Bild durch das Fluoreszenzlicht der Probe generiert
wird, weil die Absorption mit der Fluoreszenz genau Ubereinstimmt und sich eine
derartig starke Transmissionserhdhung im Bereich des Lichtfilters durch

topographische Einflisse nicht erklaren lassen.

Durch die gleichzeitige Messung der Fluoreszenz und der Transmission kann eine
natzliche Zusatzinformation Uber die Verteilung eines Lichtfilters auf einem
Glastrager gewonnen werden. Die Ubereinstimmung von Absorptionsbereichen und
Fluoreszenzbereichen in den optischen Bildern liefert eine eindeutige Lokalisation
der UV-Filtersubstanz auf einem unstrukturierten Untergrund, wie einem Glastrager.
Der Vorteil einer gleichzeitigen Messung von Transmission und Fluoreszenz liegt
nicht nur in der geringen Zeitdauer, sondern vor allem darin, dal} der identische
Rasterbereich und somit die identische Topographie fur beide optischen Signale zur
Bildgebung beitragt. Dies kann die Interpretation der Abbildungen vereinfachen. Die
Option, gleichzeitig  Transmissionsmessungen und Fluoreszenzmessungen

durchzufihren, stellt damit eine Verbesserung des Mikroskops dar.
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6.4 UV-Filter in Epon

Die Grunde dafur, dald einige UV-Filter in Epondinnschnitten keinen Kontrast im
NFOM zeigen, kdnnen sehr unterschiedlich sein. Es kann daran liegen, dal} die
Lichtfilter mit Epon vernetzen und damit die optische Aktivitat unterdriickt wird. Die in
Epon I6slichen Filter wurden zu 10% eingeruhrt. Moglicherweise ist in diesem Fall die
Konzentration fur eine Detektion zu gering. Hohere Konzentrationen wurden nicht
eingesetzt, da diese Proben hinsichtlich der Hautpenetration keinen realen Bezug

hatten.

Eingebettete Zinkoxidpartikeln weisen eindeutig einen wellenlangenspezifischen
Kontrast im NFOM-Bild auf. Die Partikel kdnnen ahnlich wie Titandioxidpartikel Licht
reflektieren, streuen und absorbieren. Dabei tritt die Streuung und Reflexion im
gesamten Wellenlangenbereich auf. Eine reine Absorption der Strahlung kann nur fur
Wellenlangen unterhalb von 385nm erfolgen, weil hier die Energie des Lichtes hoch
genug ist, um Elektronen vom Valenzband des Halbleiters in das Leitungsband
anzuheben [Anderson, 1997]. Die Verringerung der Transmission bei 364nm kann
daher durch Absorption und erhdhte Streuung erklart werden. Der Vergleich der
Messungen mit 364nm und 514nm zeigt, dal® die Reduktion des Lichtes nicht durch
die groflere Schichtdicke im Bereich der Zinkoxidpartikel zustande kommt. Dafur
spricht auch, daf® die Aufwoélbung bei beiden Messungen identische Strukturen zeigt

und die Transmission dort nicht verringert wird.

Der Kontrast im Transmissionsbild entsteht allerdings nicht nur durch rein optische
Eigenschaften der Probe, wie Messungen mit hoher Auflésung zeigen. Die leichte
Transmissionserh6hung im Zentrum und der dunkle Rand eines Partikels sind keine
optischen Eigenschaften des Zinkoxids. Besonders deutlich erscheint dieser Effekt
im sichtbaren Wellenlangenbereich, da bei 514nm keine Absorption auftritt.

Die Messungen an UV-Filtern demonstrieren, dal} es prinzipiell moglich ist, durch
Vergleich zweier Messungen mit unterschiedlichen Wellenlangen spezifisch
absorbierende Substanzen mit dem NFOM zu Ilokalisieren. Da in den
vorangegangenen Kapiteln schon auf einige Einflisse der Topographie aufmerksam

gemacht wurde, wird im folgenden Kapitel auf die Kontrastentstehung bei

75



Diskussion und Schluf3folgerungen

Transmissionsmessungen eingegangen, um mogliche Erklarungen fuar die

dargestellten Abbildungen zu liefern.

6.5 Kontrastentstehung im NFOM und allgemeine Interpretationen

In diesem Kapitel werden Erlauterungen zur Kontrastentstehung im
Transmissionsbild aufgefihrt, die fur die Interpretation aller erzielten Ergebnisse
aulerst wichtig sind. Als Grundlage dieser Erklarungen dienen praktische und
theoretische Ergebnisse aus der Literatur. Diese Ergebnisse werden mit den
wichtigsten Erkenntnissen aus den Ergebnissen dieser Arbeit in einen
Zusammenhang gebracht.

Abstandsabhangigkeit

Wie in [Novotny, 1996] beschrieben, erhoht sich der Photonenflu® durch die
Spitzenapertur, wenn sich ein dielektrisches Medium im Nahfeld der Apertur
befindet. Die Transmission erhdht sich dann weiterhin mit Verringerung des
Abstandes. Die starke Abhangigkeit von Abstand und dem optischen Signal fuhrt
dazu, daR eine Anderung von nur 0,17nm im Abstand das optische Signal signifikant
verandert [Hecht, 1997].

Eine nahfeldoptische Abbildung besteht daher aus einer Mischung von optischen
Eigenschaften und Topographie der Probe [Hecht, 1995][Valle, 1998]. Einige durch
die Topographie induzierten Artefakte kdnnen dabei dadurch erklart werden, dal® die
Wechselwirkungszone des Lichtes trotz Abstandsnachregelung nicht konstant bleibt
[Hecht, 1997]. Die Wechselwirkungszone hangt extrem vom Abstand zur
Probenoberflache und zur lateralen Umgebung in der Probe ab. Dies flhrt zu einer
Abbildung, die im wesentlichen durch die Vertikalbewegung der NFOM-Sonde
bestimmt wird und dadurch mit der Topographie eng verknupft ist. Zudem ist die
Position die Apertur und die Wechselwirkungszone der Scherkraft nicht unbedingt
identisch. Aus der Aluminiumschicht kdnnen Korner in der Nahe der Apertur
hervorstehen, die fur die wirkenden Scherkrafte und damit fur die Topographie
verantwortlich sind. Diese Geometrie kann bei strukturierten Proben zu

Abstandsanderung flhren, die sich letztlich im optischen Signal bemerkbar machen.
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Kanteneffekt

Mit einer Anderung des Abstandes 4Rt sich eine Art Kanteneffekt erklaren, der
dadurch zustande kommt, daf® der Abstand der Spitzenapertur zur Probe sich an
steilen Kanten des Probenprofils aufgrund der Spitzengeometrie verandern kann
[Martin, 1999]. So fuhrt eine Erhdhung des Abstandes an einer Kante zu einer
verringerten Transmission. Bei den abgebildeten Titandioxid-, Zinkoxidpartikeln oder
den Melaninpigmenten im Haar kann mit dieser Uberlegung der dunkle Rand an den
Begrenzungen zum umgebenden Material erklart werden, weil die Strukturen um

einige Nanometer herausragen. Zur Verdeutlichung dieser Uberlegung ist in Abb. 39

des erlauterten Sachverhaltes dargestellt.
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Abb. 39: Schematisch skizzierter Kanteneffekt.
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Schmale Vertiefungen

Ahnlich verhalt es sich mdglicherweise bei schmalen Vertiefungen, die ebenfalls
dunkel erscheinen. Dort wird der Abstand der Spitzenapertur aufgrund der
Spitzengeometrie wahrscheinlich vergrofert und somit die Transmission verringert.
Aufgrund der Metallbedampfung von ca. 100nm besitzen NFOM-Spitzen im
Vergleich zu Cantileverspitzen grol3e Spitzenradien, so dall die NFOM-Spitze nicht
exakt dem Oberflachenrelief folgen kann. Diese Uberlegung wirde z.B. die
Abbildung von Vertiefungen in den Dunnschnitten von Haut (z.B. im Stratum
corneum) und Haaren erklaren, die in der Regel dunkler als die Umgebung

erscheinen.
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Fokussierungseffekt

Gekrimmte Oberflachen kénnen eine Veranderung in der Intensitatsverteilung an
der Spitzenapertur hervorrufen, wie es in [Hecht, 1995] als ,focusing effect®
bezeichnet wird. An gekruimmten Oberflachen wird danach die Intensitatsverteilung
an der Spitzenapertur starker raumlich gebundelt. Dadurch wird mehr Licht vom
Objektiv gesammelt. Die Transmissionserhohung im Zentrum von Partikeln und

Melaninpigmenten kann damit erklart werden.

Streuung an Phasenibergangen

Ein moglicher Effekt flr die Erzeugung dunkler Rander an Grenzflachen zwischen
Partikeln und Epon ist die Verzerrung des elektromagnetischen Feldes an
Ubergangen zwischen Materialien verschiedener Brechungsindizes. Die Umgebung
der Sondenapertur beeinflul3t die Feldverteilung an der Apertur, wie schon in [Hecht,
1995, 1997] beschrieben. Dadurch kann die weitere Ausbreitungsrichtung des
Lichtes beeinfluBt werden und somit eine veranderte Detektion im Fernfeld

verursachen.

Absorption
Absorbierende Materialien verringern die Transmission ahnlich wie in der klassischen

Lichtmikroskopie. Dieser Tatsache kann es verdankt werden, dal® trotz der
genannten Einflisse auf das NFOM-Bild absorbierende Substanzen auf glatten

Substraten lokalisiert werden konnen.

Die Interpretation von Transmissionsmessungen mit dem NFOM erscheint als
aulerst schwierig. Da alle oben erwahnten Einflisse zum optischen Bild beitragen
und von der Sondencharakteristik einzelner Spitzen sowie von den Mel3parametern
abhangen koénnen, sind vor allem NFOM-Bilder von Proben mit strukturierter

Oberflache schwer richtig zu deuten.

Der EinfluR von Topographie auf die Transmission erscheint immer besonders
deutlich, wenn die Probe keine besonders hohen absorbierenden Eigenschaften
aufweist. Die Proben, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, besitzen alle keine
ideal glatte Oberflache. Die strukturierten Proben zeigen einen Kontrast im
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Transmissionsbild, welcher sehr wahrscheinlich vor allem durch die Struktur der
Oberflache beeinflut wird. Da bei den Dunnschnitten von Haaren oder Haut die
Oberflachenstruktur auch wesentliche morphologische Regionen widerspiegelt,
werden im Transmissionsbild diese Regionen ebenfalls dargestellt. Es kann nicht
eindeutig entschieden werden, ob dieser Kontrast durch die Topographie induziert
wird oder ob eine optische Eigenschaft der Probe gemessen wurde, weil die

morphologischen Regionen auch unterschiedliche Brechungsindizes besitzen.

Stark absorbierende Proben, wie reine UV-Filtersubstanzen, konnen anhand ihrer
optischen Eigenschaften lokalisiert werden. Unter Verwendung zweier Wellenlangen
ist es moglich, Bereiche, in denen sich die UV-Filtersubstanz befindet, von Bereichen
ohne Substanz zu unterscheiden, da die Absorption nur bei einer Wellenlange
auftritt.

6.6 Hautdinnschnitte

6.6.1 Humanhaut

Die Regionen unterscheiden sich in ihren Brechungsindizes, so dal} in der
lichtmikroskopischen Aufnahme die Morphologie dargestellt werden kann. Im NFOM-
Bild sind diese Regionen nur teilweise abgebildet, so da® davon ausgegangen
werden kann, da® die Unterschiede in den Brechungsindizes bei den meisten
Regionen fur einen Kontrast nicht ausreichen. Der Nucleolus im Zellkern erscheint im
NFOM-BIild nicht, obwohl dieser Bereich im LM als dunkler Fleck deutlich zu

erkennen ist.

Die NFOM-Messungen an Hautdunnschnitten zeigen zwar teilweise morphologische
Strukturen, die sehr wahrscheinlich aber durch das Auftreten der gleichen Struktur in
der Topographie erzeugt wird. Die schmalen Vertiefungen im SC fuhren zu einer
Darstellung dieser Region der Haut. Die Transmissionsunterschiede zwischen
Corneozyt und Zellzwischenraum sind zumindest nicht auf ein erhdhtes

Absorptionsvermogen des Zellzwischenraumes zurlckzufuhren.
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Im Gegensatz zum SC erscheinen Zellverbindungen bei den gezeigten Messungen
nicht in der Topographie, so daf3 hier der Kontrast durch rein optische Eigenschaften
in diesem Bereich der Probe erzeugt wird. Dies kann durch die unterschiedlichen
Brechungsindizes des Zellzwischenraumes (vermutlich penetriertes Epon) und der

Zellverbindungen verursacht werden.

6.6.2 Lokalisation eines UV-Filters in einem Hautdinnschnitt

Die Nachweisgrenze, die fur einen UV-Filter abgeschatzt wurde, liegt bei 10nm
Schichtdicke oder ca. 170000 Molekulen, die sich unterhalb der Spitzenapertur
befinden mussen, damit eine Intensitatsverringerung von 5% erzeugt wird. Bei einem
200nm Hautdunnschnitt bedeutet dies, dall 5% des Dunnschnittes den UV-Absorber
beinhalten muly (unter Annahme einer gleichmaRigen Bestrahlung eines Zylinders
mit d=150nm und h=200nm). Bei einer Applikation von 2mg/cm? einer Emulsion, die
zu 4% einen UV-Filter besitzt, konnten je nach Molekulargewicht ca. 10 Molekdile in
die Haut diffundieren. Projiziert man alle Lichtfiltermoleklle auf die behandelte
Hautoberflache, so koénnten sich theoretisch 100 Molekile auf einem

Quadratnanometer befinden. Dies bedeutet, dal} von einer Flache von 17671nm?

ausgehend (entspricht Aperturflache fir d=150nm) etwa 1,77+ 10°Molekile in die

Haut penetrieren konnten. Da sich fir eine ausreichende Detektion ca. 1,7+10°

Molekule auf einer gleich grol’en Flache befinden mussen, sollten etwas mehr als
10% der Lichtfiltersubstanz in die Haut diffundieren. Nach Erfahrungswerten aus der
Untersuchung von Penetrationsversuchen mit UV-Filtern mit der Stripping-Methode
penetrieren hdochsten 5% in den noch lebenden Teil der Epidermis [Pflicker, 1998].
Nur im oberen Stratum corneum kdnnte demnach die Lichtfilterkonzentration hoch
genug sein, um mit dem NFOM detektiert zu werden. Bei Sondenaperturen von
50nm im Durchmesser liegt die Detektionsensitivitat 9 mal hoher, so dall mit
derartigen Sonden eine ausreichende Empfindlichkeit fur eine Lokalisation von UV-
Filtern in Haut gegeben ware. Aus diesem Grund ist der Einsatz von Sonden mit

moglichst kleinen Aperturen unbedingt erforderlich.

Da die Transmissionsbilder allerdings nicht nur von der reinen Absorption bestimmt

werden und in weiten Teilen eine inhomogene Transmission im UV-Bereich und im
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sichtbaren Bereich zu vermerken ist, ist eine eindeutige Aussage mit dem NFOM

auch mit besseren Sonden nicht mdglich.

Die Transmissionsunterschiede bei unbehandelter Haut konnen im SC 14%
ausmachen, wie die Messungen im UV-Bereich zeigten. Daher erscheint es dul3erst
unwahrscheinlich, in dieser Region Aufschlufd Gber den Verbleib eines UV-Absorbers
zu erlangen. Die Penetration von Substanzen vollzieht sich durch die
Zellzwischenraume beziehungsweise durch die Lipidmatrix, so dal® bei Penetration
nur mit einem Verbleib in diesem Bereich des SC zu rechnen ware. Da aber genau
dort ohnehin schon die Transmission stark verringert wird, kann keine eindeutige
Aussage Uber den Verbleib eines UV-Absorbers gemacht werden. Die Lokalisation
eines UV-Absorbers im inneren Bereich der Haut ist ebenfalls aufgrund der stark
inhomogenen Transmission in weiten Teilen der Epidermis als unmoglich
anzusehen. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Strukturen im Transmissionsbild
durch rein optische Eigenschaften oder Topographieeinflisse verursacht werden. Die
Transmission ist so inhomogen, dald UV-Absorber nicht eindeutig lokalisiert werden

konnen.

Das grundsatzliche Problem besteht darin, da® das Transmissionsbild von der
Abstrahlcharakteristik einer Sonde abhangt, welche stark variieren kann. Dadurch ist
es nicht moglich, Transmissionsgrade einer bestimmten Wellenlange fur die
jeweiligen Schichten und Regionen der Haut quantitativ zu ermitteln und diese Werte

in vergleichenden Untersuchungen einzusetzen.

Ein weiteres Problem stellt die Praparation der Haut dar. Durch die notwendigen
Entwasserungsschritte und die Einbettung in ein Harz konnen die UV-Filter aus der
Haut wieder herausgewaschen werden, so daf® die vorliegenden Konzentrationen
artifiziell sind. Eine mdgliche Kryopraparation, bei der Haut eingefroren wird und bei
tiefen Temperaturen geschnitten wird, ist sicherlich eine schonendere
Praparationsmethode. Die Dunnschnitte muften allerdings langsam aufgetaut
werden. Hier stellt sich jedoch die Frage, was beim Sublimieren des Wassers
geschieht. Die Bildung kleiner Eiskristalle und Zerstérung der Feinstruktur sind bei
diesem Prozely nicht auszuschliellen. Des weiteren haben die Erfahrungen auf
diesem Gebiet gezeigt, dald die Dunnschnitte eine sehr viel rauhere Oberflache
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besitzen als die konventionell hergestellten Dunnschnitte. Gerade dies wurde sich

negativ auf die NFOM-Untersuchungen auswirken.

6.6.3 Immunmarkierte Haut

Die Ubereinstimmung der Strukturen von CLSM-Messung und NFOM-Messung
deutet darauf hin, dal® die Kontrastbildung in der nahfeldoptischen Mikroskopie bei
Fluoreszenzmessungen ahnlich der klassischen Lichtmikroskopie sein muf3. Die
Verteilung dieses fluoreszierenden Markers zeigt Bereiche, in denen das
Cytokeratin10 vorkommt. Das Cytokeratin10 ist ein Protein der Intermediarfilamente,
dessen Synthese erst oberhalb des Stratum basale beginnt [Schaefer, 1996]. Es ist
ein Bestandteil der bundelartigen Filamente im Cytoplasma der Zellen und tritt nicht
in den Zellkernen und Zellzwischenraum auf. Aus diesem Grund sind diese Bereiche

nicht angefarbt und zeigen keine Fluoreszenz.

Die CLSM-Messung zeigt keinerlei Ausbleicherscheinungen nach den
durchgefuhrten NFOM-Messungen. Dies spricht fur eine relativ geringe Leistung in
den NFOM-Messungen. Das Ausbleichen des Fluorophors erscheint dagegen bei
CLSM-Messungen nach nur wenigen Sekunden. Dies liegt daran, dal die
eingebrachte Energie pro Pixel bei den CLSM-Messungen um 3-4 Grof3enordnungen

groler ist als bei den NFOM-Messungen.

Die erzielten lateralen Auflosungen bei den gezeigten Messungen sind um 130nm
abgeschatzt worden und demonstrieren das Potential der NFOM. Mit dem NFOM ist
es moglich, Aussagen uber die genaue Verteilung bestimmter Proteine oder Lipide in
der Haut zu treffen, wenn entsprechende Antikdrper schon vorhanden sind oder
hergestellt werden kdnnen. Dies gilt auch fur Substanzen, die nicht in der Haut
naturlich vorkommen und in die Haut penetrieren. So ware es denkbar, die Verteilung
von bestimmten Substanzen in der Haut nachzuweisen und eine Lokalisation mit

einer Genauigkeit von ca.100nm in der Haut darzustellen.
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6.7 Haardinnschnitte

6.7.1 Melaninpigmente im Haar

Die dargestellten NFOM-Messungen stehen im Widerspruch zur Abbildung mit der
klassischen Lichtmikroskopie. Da sich die Kontrastbildung in der NFOM-Messung
offensichtlich nicht durch rein optische Eigenschaften der Probe erklaren lalt, muf®
davon ausgegangen werden, dal3 hier Einflisse der Topographie auf das
Transmissionsbild eine groRere Rolle spielen. Die Melaninpigmente absorbieren im
gesamten Spektralbereich des Lichtes und sollten daher auch bei NFOM-Messungen
dunkel erscheinen. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dal} bei Verwendung sichtbaren
Lichtes nur bei einigen Pigmenten eine Verringerung der Transmission hervorgerufen
wird. Die Pigmente, welche mit dunklem Ring und hellem Zentrum erscheinen,
weisen eine gekrimmte Oberflache auf. Bei diesen Pigmenten Uberwiegt offenbar
der topographische Einflul3, so da® keine Absorption zu sehen ist. Im Gegensatz
dazu erscheinen relativ glatte und groRere Pigmente dunkel. Eine mdogliche
Erklarung ware eine fokussierende Wirkung, die durch die gekrimmte Oberflache

hervorgerufen wird.

Im UV-Bereich wird die Transmission dagegen stark verringert. Dies liegt sehr
wahrscheinlich an dem hoheren Absorptionskoeffizienten von Melanin bei tieferen
Wellenlangen. Bei der Messung im UV-Bereich Uberwiegt die optische Eigenschaft

der Probe bei der Kontrastbildung, so dal} Topographieeffekte Uberdeckt werden.

In Analogie zu TEM-Aufnahmen sind die Strukturen in der Topographie von
Dunnschnitten nicht zufalliger Natur, sondern spiegeln Strukturen der
Haarmorphologie wieder. Die AFM-Topographien offenbaren durch die gute laterale
Auflésung Haarstrukturen wie Makrofibrillen, Endo- und Exocuticula. Bei den
Vertiefungen mit mehreren Mikrometern Ausmal} handelt es sich wahrscheinlich um
Zellkernreste von Cortexzellen. Die Ursache fur die Abbildung der Haarmorphologie
in der Topographie ist im Schneidevorgang und den mechanischen Eigenschaften
der Proben zu suchen. Die verschiedenen mechanischen Eigenschaften der

morphologischen Regionen fuhren zu unterschiedlichem Bruchverhalten beim
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Schneidevorgang. Dies gilt auch fur die Erzeugung des Oberflachenreliefs bei
HautdUnnschnitten. Eine ideal glatte Probe kann nicht hergestellt werden, so dal}

topographische Einflisse auf das NFOM-Bild hingenommen werden mussen.

6.7.2 Penetration eines Fluorophors

Die Fluoreszenzmessungen an Dunnschnitten von Haaren, die zuvor mit einem
Fluorophor angefarbt wurden, zeigen Strukturen im Haarinneren, die im wesentlichen
mit den CLSM-Messungen Ubereinstimmen. Der Vergleich von Topographie und
optischem Bild der NFOM-Messung zeigt keine Korrelation. Daher kann wie bei den
immunmarkierten Hautproben davon ausgegangen werden, dall der Kontrast
hauptsachlich durch die Fluoreszenz des Farbstoffes und nicht durch

topographiebedingte Einfliisse gegeben wird.

Geht man davon aus, dal} die Signalstarke der Fluoreszenz mit der lokal
vorliegenden Konzentration des Fluorophors Ubereinstimmt, zeigen die

Fluoreszenzbilder die Verteilung des Farbstoffes in dem Haarinneren.

Die Diffusion in ein Haar hangt im wesentlichen von den Eigenschaften der Substanz
und den Umgebungsbedingungen ab. Die hier gewahlten Konditionen wurden
vorgenommen, um eine Diffusion in den gesamten Bereich des Cortex zu erzielen.
Die Ursache fur die gezeigten Strukturen liegt darin, dal® die schwach vernetzten
Bereiche (ZMK, Endocuticula) bei den eingesetzten Temperaturen weich sind und
einen hoheren Diffusionskoeffizienten besitzen. Die Molekule diffundieren demnach
in erster Linie zunachst durch alle schwach vernetzten Bereiche wie den ZMK und
gelangen dann durch das intermakrofibrillare Material in die Cortexzellen bis sie die

Zellkernreste erreicht haben [Wortmann, 1997].

Die Bedingungen flhrten zu einer einheitlichen Anfarbung der Cortexzellen, aus
denen Zellkernreste deutlich durch eine erhdhte Fluoreszenz hervorstechen. Der
Grund dafur kann darin liegen, dal} die Zellkernreste nur schwach vernetzt sind und
damit das Material eine geringe Dichte aufweist. Dadurch koénnen sich mehr
Molekule einlagern als in den Ubrigen Regionen des Haares. Die Topographie kann

bei NFOM-Untersuchungen nutzliche Zusatzinformationen liefern. Die starke
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Fluoreszenz der Zellkernreste kann nicht auf eine erhdhte Schichtdicke des
Haarmaterials zurlckgefuhrt werden, da diese Bereiche sogar dunner sind als das

umgebende Haarmaterial.

Zusatzlich erscheint eine Vernetzung schmaler Kanale, welche vermutlich den ZMK
darstellen. Diese Netzstruktur korreliert mit dem ZMK und weist in einigen Bereichen
sehr kleine Strukturen auf, die aufgrund der Schnittebene erzeugt werden. Dies soll
Abb. 40 verdeutlichen, in der eine mdgliche Schnittebene durch ein Haar
eingezeichnet ist. Die langlichen Cortexzellen sind an ihren Enden verzahnt, so daf®

ein Schnitt durch diesen Bereich zu sehr kleinen Netzstrukturen fuhrt.

o)
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Abb. 40: Schnittebene durch Cortexzellen. Zk=Zellkernrest, ZMK=Zellmembrankomplex.

Die inhomogene Anfarbung der Cuticula wird durch den bevorzugten
Penetrationsweg durch die Endocuticula und ZMK hervorgerufen. Dadurch erscheint
eine Cuticulazelle mit einem hellen und einem dunkleren Bereich. Die beschriebene
Verteilung der Fluoreszenz ist typisch fur eine Penetration aus nicht-waldrigen

Ldsungen, wie schon in [Wortmann, 1997] erwahnt.

Bei den dunklen Spots im Cortex handelt es sich vermutlich um Melaninpigmente,
die keine Fluoreszenz zeigen. Die Pigmentkorner besitzen eine aul’ere Membran,
innerhalb derer das Melanin eingelagert ist [Kassenbeck, 1991]. Entweder blockiert

die Membran selbst das Eindringen des Farbstoffes oder das dicht gepackte Polymer
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verhindert eine vermehrte Einlagerung des Fluorophors. Moglicherweise wird aber
auch das erzeugte Fluoreszenzlicht vom Melanin selbst absorbiert, so daf} kein

Signal detektiert werden kann.

Die Darstellung von Fluoreszenzverteilungen im Haarinneren und damit auch
preferierter Diffusionswege in das Haarinnere kann mittels NFOM mit hoher
Auflésung durchgefiihrt werden. Die erzielten lateralen Auflésungen lagen
typischerweise bei 130nm und sind damit um den Faktor zwei hoher als die
erreichten Auflosungen in den CLSM-Messungen.

6.8 Konsequenzen fur Penetrationsstudien mit dem NFOM

6.8.1 Transmission

NFOM-Untersuchungen an Proben, die eine Oberflachenstruktur aufweisen, kdnnen
im Transmissionsmodus keine eindeutige Aussage Uber den Verbleib von
Substanzen liefern. Auch unter Verwendung mehrerer Wellenlangen ist dies nicht
moglich, weil eine NFOM-Abbildung zu stark von topographischen Einflussen
bestimmt wird. Ein grundsatzliches Problem stellen die Sonden dar, deren
Abstrahlcharakteristik stark voneinander abweichen kann. Damit sind quantitative
Messungen nicht moglich. Eine Verbesserung der Sondenaperturen hinsichtlich der
GroRe und der Form ware notwendig, um nicht zuletzt die Nachweisgrenze und

Reproduzierbarkeit bei Transmissionsmessungen zu erhdhen.

Kleinere Aperturen wirden zudem auch zu hdéheren lateralen Auflosungen fuhren.
Die Auflosung von Strukturen um 100nm ist zwar schon eine Verbesserung zur
klassischen Lichtmikroskopie, wird aber unter Verwendung von UV-Licht durch
konfokale Systeme erreicht. Die Herstellung von Sonden mit Aperturen um 20nm-
30nm ist durchaus moglich. Das Problem ist aber die Realisierung eines
Herstellungsprozesses, bei dem die Reproduzierbarkeit der Sondenaperturen

gegeben ist.
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6.8.2 Fluoreszenz

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen demonstrieren ein weitaus hoheres
Potential der NFOM hinsichtlich der Penetration von Substanzen in das Haar- oder
Hautinnere. Die Ubereinstimmung mit der klassischen LM zeigt, daR die Abbildungen
im wesentlichen durch die Fluoreszenz des jeweiligen Fluorophors erzeugt wird. Die
Auflosungen konnten mit verbesserten Sonden sicherlich noch um den Faktor 2
erhdoht werden. Die Mdglichkeit, mit lateralen Aufldsungen unter 100nm Substanzen
in  Ddnnschnitten zu lokalisieren, konnte neue Aufschlisse Uber das

Diffusionsverhalten liefern.

Die Lokalisation von UV-Filtern in Dinnschnitten, die eine Eigenfluoreszenz besitzen,
ist mit herkdmmlichen Sonden sehr problematisch. Die Eigenfluoreszenz der Fasern
kann nicht vom Signal getrennt werden, welches von der Probe ausgeht. Fur
derartige Untersuchungen waren allerdings NFOM-Sonden geeignet, die nicht aus
Fasern bestehen. Diese Sonden basieren auf metallbedampfte AFM-Cantilever, an
deren Spitze eine Apertur erzeugt wird und Licht auf die Ruckseite des Cantilevers
fokussiert wird [Mihalcea, 1996]. Derartige Sonden sind noch nicht auf dem
kommerziellen Markt erhaltlich. Zudem wirde die Verwendung eine vollstandige

Umgestaltung des vorhandenen Systems erforderlich machen.

Der Nachteil von Fluoreszenzmessungen liegt in der Notwendigkeit einer
fluoreszierenden Substanz. Es ist zwar durchaus denkbar zu untersuchende
Substanzen mit Fluorophoren zu markieren, jedoch andert dieses maoglicherweise
wiederum das Penetrationsverhalten. Der Nachweis Uber eine Immunmarkierung
nach Penetration der Substanz ware sicherlich aussagekraftiger fir das
Diffusionsverhalten. Hier ergibt sich allerdings das Problem, dal3 nicht fur jede
Substanz Antikorper hergestellt werden konnen.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein kommerzielles NFOM so weit umgerustet, daly Messungen
im UV-Bereich bis 300nm und Fluoreszenzmessungen im sichtbaren Bereich
ermdglicht wurden. Die Zahlraten waren in der Regel hoch genug, um Messungen
unterhalb eines 5%-igen Rauschens im sichtbaren- und im UV-Bereich
durchzufuhren. Die Ergebnisse demonstrierten eine Detektionsempfindlichkeit des
Systems, die es ermoglicht, bei niedrigen Anregungsleistungen von ca. 10nW und
Sondenaperturen von ca.100nm im Durchmesser noch 5500 fluoreszierende
Molekule detektieren zu koénnen. Die grundsatzlichen Voraussetzungen flr
Untersuchungen zur Penetration von lichtabsorbierenden und fluoreszierenden

Substanzen in Haut und Haaren sind damit erfillt worden.

Es konnten UV-Filter anhand ihrer Absorption im UV-Bereich mit dem NFOM auf
Glastragern und in Epondunnschnitten abgebildet werden. Durch den Vergleich
zweier Messungen mit verschiedenen Wellenlangen war es mdoglich, UV-Absorber
aufgrund der verringerten Transmission bei einer der beiden Wellenlangen eindeutig
zu lokalisieren. Die Anzahl der notwendigen Moleklle, die zu einer 5%-igen

Transmissionsverringerung beitragen mussen, wurde zu 170000 abgeschatzt.

Die Dunnschnitte von Haut zeigten eine Mischung aus optischen Eigenschaften und
Topographie bei allen zur Verfigung stehenden Wellenlangen. Dies flhrte zu einer
Darstellung wesentlicher Strukturen der Haut im optischen Transmissionsbild. Die
eindeutige Trennung von der reinen Absorption und allen anderen kontrastgebenden
Eigenschaften der Probe (Schichtdicken, Streuung, Oberflachenprofil) ist durch zwei
nacheinander durchgefihrten Messungen mit unterschiedlichen Wellenlangen nicht
moglich. Zudem stellte sich heraus, dal bei den zur Verfigung stehenden Sonden
die Sensitivitat nicht hoch genug ist, um einen ausreichenden Kontrast zu erzielen.
Eine Penetration von mehr als 10% des UV-Filters in die Epidermis kdnnte einen
ausreichenden Kontrast herbeiflhren, jedoch sind nach anderen
Untersuchungsmethoden nicht mehr als 5% des UV-Filters zu erwarten. Aus diesen
Grinden ist eine Untersuchung zur Penetration von Substanzen an Dunnschnitten

mit dem NFOM im Transmissionsmodus nicht sinnvoll.
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Zusammenfassung

Eine Darstellung von Hautstrukturen mit Hilfe der Immunmarkierung konnte in den
Fluoreszenzmessungen mit dem NFOM durchgeflhrt werden. Die Fluoreszenzbilder
waren mit den klassischen Lichtmikroskopieaufnahmen vergleichbar und zeigten mit
lateralen Auflosungen um 130nm die Verteilung des Cytokeratin10 in der Epidermis.
Damit eroffnet sich grundsatzlich eine Alternative fir eine hochauflosende
Lokalisation von Substanzen im Hautinneren, falls sich die zu untersuchende

Substanz durch Antikdrper markieren laft.

Anhand einer Penetrationsstudie eines Fluoresceinderivates an Humanhaaren
konnte ebenfalls das Potential der NFOM demonstriert werden. Die Verteilung im
Haarinneren des fluoreszierenden Fluorochrome zeigte bevorzugte
Penetrationswege von Fluorophoren in das Haarinnere aus nicht-walrigen
Losungen. Der direkte Vergleich von NFOM und CLSM bestatigte, dal}
Fluoreszenzmessungen mit dem NFOM einen nahezu identischen Kontrast wie die
klassische Lichtmikroskopie liefern. Die Auflésungen lagen auch hier bei ca. 130nm
im NFOM. Die genaue Lokalisation von Farbstoffen oder von fluoreszenzmarkierten
Substanzen im Haarinneren kann Ruckschlusse auf die Wirkungsweise der

angewendeten Produkte in der kosmetischen Industrie geben.

Letztlich sind in der reinen Transmissionsmessung zu viele Faktoren fur die
Kontrastbildung malRgebend, so dal} die Lokalisation anhand der Absorption von
absorbierenden Substanzen bei stark strukturierten Oberflachen nicht eindeutig
durchgefuhrt werden kann. Im Fluoreszenzmodus kann die NFOM dagegen aufgrund
der hohen lateralen Auflosung neue Erkenntnisse hinsichtlich der Penetration von

fluoreszierenden Substanzen liefern.
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Summary

8 Summary

In this work a commercially available scanning near-field optical microscope was
modified, in order to operate at 300nm and to perform fluorescence measurements in
the visible wavelength range. The noise of the images was below 5% due to a
sufficient counting rate in the UV and visible wavelength range. Furthermore, the
results have demonstrated that 5500 fluorescent molecules could be detected with
an exciting light power of 10nW. Therefore the basic prerequisites are achieved to
investigate a penetration of UV-absorbers and fluorescent molecules into skin and

hairs.

UV-absorbers have been localized on a glass-slide and in epon thin cross-sections,
because of their absorbance in the UV-light range. The comparison of two optical
images with different wavelength enabled a clear localisation of the UV-absorber by
its absorption properties at a defined wavelength. The amount of absorbing
molecules, which are required for a 5% signal reduction, was estimated to be
170000.

The images of ultra thin cross-sections of human skin have shown a mixture of
optical properties and topographical influences at all available wavelengths. This
leads to an image of morphological structures of skin in transmission mode. The
separation of absorbance from all kind of other properties influencing the optical
contrast (thickness, scattering, surface profile) is not possible by measuring with two
different wavelengths. Additionally it was found that the sensitivity for a sufficient
contrast generation due to absorbance of the UV-absorbers is not high enough using
the available probes. A penetration of more than 10% of the applied UV-absorber is

required to give a chance of a localisation in the epidermis.

It was possible to represent immuno labeled structures of skin operating in
fluorescence mode. The NFOM images were comparable with classical light
microscopy and have shown the distribution of cytokeratin10 with a lateral resolution
of about 130nm. This gives an alternative for a localisation of substances in skin with

high resolutions, if it is possible to label the substance by an antigene.
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Summary

Another penetration study of fluorescent molecules into human hairs has also
demonstrated the high potential of NFOM in fluoresence mode. The distribution of a
fluorescein derivate has shown prefered penetration pathways into human hairs in
non aqueous solutions. The direct comparison of CLSM and NFOM images confirms
the statement, that the contrast is nearly identical to classical light microscopy. The
exact distribution of fluorophors or fluorescent labeled substances may help to

unterstand the principle interactions of applied cosmetic products in the future.

Finally the contrast mechanism in transmission mode of the NFOM is dependent on
many factors, which do not allow a clear localisation of absorbing substances in
structured sample surfaces. In fluorescence mode the NFOM offers an alternative to
classical light microscopy, which can provide new knowledge with regard to a
penetration of fluorescent substances due to the higher lateral resolution.
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